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I NTRODUCC I CDN

I .1.- LOS AGRIOS
Los agrios se consideran originarios de regiones tropicales y 
subtropicales de Asia y del archipiélago Malayo. A partir de estas 
regiones, la producción de cítricos se ha ido extendiendo a lo largo de 
la historia a todas las zonas tropicales y subtropicales del mundo 
(Button y Kochba, 1977; Spina, 1985).
Griegos y romanos ya conocían el cidro, y fue con los árabes 
como el naranjo amargo alcanzó su mayor difusión en la cuenca del Mar 
Mediterráneo. En el siglo XII se introdujo en Europa el limonero, y más 
tarde, en el siglo XIII las limas (Praloran, 1977).
En los siglos XV y XVI los mercaderes genoveses y portugueses
desde China importan a la cuenca mediterránea el naranjo dulce, hoy el
más importante de todos los agrios (Spina, 1985). En América se
distribuyen al mismo ritmo que el descubrimiento y conquista.
El mandarino presenta el mayor cultivo en el Japón, siendo en la 
actualidad éste su mayor productor. La satsuma, oriunda de China, pasa a 
Japón hace dos o tres siglos, difundiéndose al resto del mundo hace tan 
solo 100 años.
En la cuenca del Mediterránea, la mandarina se difunde hace unos 
150 años, ocupando en la actualidad en España el 40% de la producción y 
algo más de la mitad de la exportación.
El límite geográfico del cultivo de los agrios queda restringido 
por los paralelos 35* F y 35* S (Veeber, 1967; Burke, 1967) con
excepciones que llegan a las latitudes 40* F y 40* S por ser zonas de 
influencia marítima favorable y por lo tanto temperaturas suaves, tales 
como el Mediterráneo Forte y Mueva Zelanda. Como zonas productoras 
destacan: países ribereños del Mar Mediterráneo, Sudáfrica, Forte y Sur 
de América, Sudeste asiático y Australia, incluido Fueva Zelanda, 
(Barlass y Skene, 1986; Spina, 1985).
- 3 -
El género Citrus, junto con otros cinco entre los que cabe 
destacar Fortunella y Poncirus, se conocen genéricamente con el nombre de 
"agrios verdaderos" y pertenecen junto con otros de menor importancia 
económica a la familia Rutáceas, la cual con otras 11 forma el orden 
Geraniales, (Praloran, 1977).
La clasificación de los agrios es difícil debido a que una gran 
parte de las variedades de los cítricos se han originada por 
hibridaciones naturales a lo largo de la historia, así como por la fácil 
aparición de mutaciones y de embriones nucelares (Spiegel-Roy y Vardi, 
1984). Sin embargo, cabe destacar las siguientes:
TABLA (1).- PRINCIPALES ESPECIES DEL GENERO Citrus:
NOMBRE COMUN
HOMBRE BOTARICO Español Inglés
1. Ci trus medica L. cidro citrón
2. Ci trus limón L. Burm. limón lemon
3. Citrus aurantifolia lima lime, sour lime
4. Ci trus aurantium L. naranja amarga sour orange
5. Ci trus sínensis L. Osbeck naranja dulce sweet orange
6. Citrus reticulata Blanco mandarina mandarín
7. Ci trus unshiu Marc. satsuma satsuma
8. Citrus granáis L. Osbeck pumelo pummelo, shaddock
9. Citrus paradisi Macf. pomelo grapefruit
En base a su importancia cabe destacar las siguientes especies y 
variedades de naranjas y mandarinas:
A  . —  N a r a n i a  d u l c e . Citrus sinensis L. Osbeck: es con 
mucho la especie más importante del género Citrus. Las principales 
variedades son:
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A.l) Grupo de naranjas "lavel": destacan Washington Havel,
Havellna y Havelate. Tienen dos características bien dlferenciadoras del 
grupo:
1.1.- Presentan en el interior del fruto normal la formación de 
un segundo fruto pequeño y rudimentario, procedente de una segunda 
formación de carpelos sobre los carpelos normales, pero en el interior 
del ovario; denominado en inglés "navel" (ombligo).
1.2.- Presentan aspermia muy alta, debido a la no viabilidad de
la mayoría de los óvulos y a la ausencia de polen.
Las naranjas "Havel" tienen gran inestabilidad genética, lo que 
ha originado numerosas mutaciones de yemas, de las que proceden la mayor 
parte de las variedades cultivadas. Ho están muy bien adaptadas a 
regiones tropicales y a climas semldesértlcos calurosos. Su zumo na es 
adecuado para conserva debido a que adquiere en poco tiempo sabor amargo.
La mayor parte de la investigación sobre cultivo "in vitro"
realizada en el presente trabajo se ha llevado a cabo sobre la variedad 
de naranja dulce V. Havel, que madura a media temporada. El árbol es 
resistente al frío pero no a las sequías y a los climas calurosos, sobre 
todo en el período de floración y cuajado de los frutos. El fruto no 
presenta pepitas (semillas) debido a la absoluta esterilidad gamética 
masculina. Es de piel poco gruesa y punteada, y termina en el típico 
"navel".
A. 2) Grupo de naranjas "Blancas": los árboles de estas
variedades son productivos, vigorosos y con espinas. Los frutos tienen 
generalmente semillas y la carne a menudo es basta. En la Comunidad 
Valenciana podemos destacar dentro de este grupo: Salustlana. Valencia
- f-
Late (es la variedad de maduración más tardía y la más difundida en el 
mundo por su facilidad de adaptación a los climas más diversos), y V e m a .
Fuera de España, destacan* en este grupo: Shamoutl (naranja de 
media temporada muy importante en Oriente Medio, sobre todo en Israel. En 
otras regiones, el árbol es muy poco productivo. Fruto sin semillas), y 
Hamlin (inportante en Florida y Brasil, es paca sensible al frío).
B .- Mandar i ñ a s :
Generalmente los mandarinos son más resistentes al frío que los 
naranjos, a pesar de que sus frutos sean más sensibles. La gran 
diversidad de sus formas es causa de opiniones muy divergentes respecto a 
su clasificación. Así, mientras Swingle y Reece (1977) agrupan todos los 
tipos de mandarinas en la especie Citrus retículata, otros como Tanaka y 
R. V. Hodgson los ponen en duda, reconociendo varios grupos naturales:
I) Citrus unshiu Marcovitch, mandarinas del grupo satsuma 
II) Citrus nobilis Loureiro, mandarino king 
III) Citrus deliciosa Tenore, mandarino común o mediterráneo 
IV) Citrus retículata Blanco, clementinas y restantes mandarinas
Dentro de las mandarinas, por su importancia en la Comunidad 
Valenciana cabe destacar:
B. 1) Citrus retículata Blanco:
El clementino es la mejor variedad precoz de mandarinos. Sus 
frutos, en general áspennos (es decir, sin semillas, en este caso debido 
a problemas de autoincompatibilidad de la variedad), maduran después de 
los de satsuma. El fruto es aplanado en el lado del ápice y redondeado en 
la base. Las variedades más inportantes son: Cleaeatina Fina, Clementlna. 
de Rules. Mandarina Qroval y Hernandlna.
B.2) Citrus unshiu Marcovitcb, Mandarina SatsuTna:
Son frutos de maduración temprana. Sus grandes cualidades son la 
precocidad y resistencia al frío. lío tienen semillas. Las variedades más 
importantes son: Clausellina y Qwori.
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I .2.— IMP ORT ANCIA EC ONOMICA
El género Citrus es una de las especies frutales más importantes 
comercialmente. Según datos de la FAO (1988), entre 1970 y 1988 la 
producción mundial de cítricos ha pasado de 37,6 millones de TM a 63.0 
millones, y en 1988 a 67.4 millones de TK (el 70.0% corresponde a 
naranjas dulces, el 12.9% a mandarinas, el 9.5% a limones y el 7% a 
pomelos).
En los países de la cuenca mediterránea aproximadamente se 
cosecha la cuarta parte de la producción mundial. De ella, los países 
miembros de la CEE producen el 61.6% (cerca de 10 millones de toneladas), 
de las cuales los 2/3 son producidos casi a partes Iguales entre Espafia e 
Italia (García, 1988).
Por su parte, la producción española de cítricos ha pasado de 
2.074,600 Tm en 1970 a 3.867.000 Tm en 1986 y a 4.246.000 Tm en 1988, que 
se distribuyen por especies de la siguiente forma:
TABLA: (2).- PRODUCCION ESPADOLA DE CITE ICOS:
ESPECIES
1986 
Tm %
88/89 
Tm %
liaranjas 2.038.000 52.7 2.231.000 52.5
Mandarinas 1.166.000 30.2 1.260.000 29.6
Limones 645.000 16.7 733.000 17.2
Pomelos 18.000 0.4 22.000 0.5
TOTAL 3.867.000 100.0 4.246.000 100. 0
Fuente: datos de 1986, FAO (1988)
datos 88/89, Agrícola Vergel, oct. 1989
De la importancia económica de los cítricos para la Comunidad 
Valenciana (Fig. 1) es de destacar que produce cerca del 80% de los 
agrios españoles y que exporta al Mercado Común más naranjas y mandarinas 
que el resto de los países mediterráneos en conjunto (Casanova, 1988).
Casi una tercera parte de la producción mundial de cítricos se 
transforma industrialmente para la obtención de zumos, conservas y 
esencias, destacando Brasil y EEUU. En la CEE el 14.7% de la producción 
es dedicado a la industria, destacando Italia (García, 1988).
i r ) Pív^*.
TARRAGONA
PALI
C A C E R E S V A L E N C IA
H U EL'
GRANAOA
. . x ;
ALM ER IA
M a l a g a
:a o i¡
FIGURA: (1).- Distribución en España de las áreas citrícolas
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Dada que el presente trabajo se ha realizado con tejidos 
procedentes de frutos de naranjas V. navel y de mandarinas y un elemento 
importante utilizado en la mayor parte de los medios de cultivo ha sido 
el zumo de cítricos, creemos oportuno hacer una pequeña referencia a la 
morfología del fruto con los tejidos que lo forman y a los componentes 
~ disueltos en el zumo de los cítricos.
: I.3.- EL FRUTO DE LOS AGRIOS
: El fruto de los agrios es una baya denominada botánicamente
hesperidio (Schneider, 1967; Spina, 1985). Su forma, color y tamaño son 
variables, pasando de la forma oblonga a la esférica y del verde al 
naranja o al amarillo en la madurez. Morfológica y anatómicamente podemos 
distinguir las siguientes partes en el fruto madura (Schneider, 1967; 
González Sicilia, 1968; Praloran, 1977) (Fig 2):
A.- La corteza o piel (pericarpo), es de gran grosor en relación 
con el tamaño del fruto, y puede constituir a veces la mayor parte de 
éste; tal es el caso de algunos cidros y pomelos. En ella a su vez 
podemos distinguir:
A.1) El flavedo (formado por el epicarpo y el mesocarpo 
externo), es la parte coloreada de la corteza. Esta compuesto 
principalmente de pigmentos carotenoides, ácido ascórbico y muy pequeñas 
, cantidades de vitaminas del complejo B. Además posee glándulas oleíferas 
-— en distinto grado y tamaño sobre la superficie de la corteza.
A. 2) El mesocarpo interno o albedo. es una masa blanquecina de 
células muy modificadas, formando una red con grandes espacios vacíos, lo 
que le da su textura esponjosa. Constituye la porción más interna de la 
piel. Esta compuesto principalmente de celulosas, carbohidratos solubles, 
sustancias péctlcas, flavonoides, aminoácidos y vitaminas.
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B. - El endocarpo o pulpa, es la porción comestible del fruto y 
está dividida en segmentos o gajos (carpelos), cada uno de ellos formado 
por centenares de pelos vesiculares pedunculados y fusiformes: las
vesículas de zumo. El zumo de estas vesículas esta constituido 
principalmente por carbohidratos solubles (glucosa, fructosa y sacarosa), 
ácidos orgánicos (principalmente ácido cítrico), vitamina C (ácido 
ascórbico), vitaminas del complejo B, sales minerales y materiales 
pécticas.
La corteza se encuentra más o menos unida al endocarpo hasta la 
madurez del fruto, pero al llegar a ella en algunas variedades esta 
corteza aparece casi totalmente separada del endocarpo (tal es el caso de 
las mandarinas).
PERICARPO
(CORTEZA)
VESICULAS DE ZUMO
(EJTDOCARPO)
FIGURA (2): Localización de los tejidos del fruto en cítricos
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El aumenta del tamaño del fruto en las primeras fases de
desarrollo se caracteriza por un aumento en el número de células del 
endocarpo, sin variar estas células sus dimensiones, y aumentando el
espesor de la corteza. La Importancia relativa de la corteza aumenta
iVr
inicialmente (2/3 del fruto) para después disminuir y de nuevo aumentar 
al final del período de desarrollo y maduración (Bain, 1958).
Al final de la primera fase del crecimiento del fruto (15-20 mm 
0) con todas las células en proceso de división, los segmentas de la 
pulpa aumentan su extensión al alargarse las células centrales del septo. 
Durante la segunda fase (frutos hasta 50-70 mm 0) o período de máximo 
crecimiento y diferenciación, la pulpa se expande considerablemente. Los 
sáculos de zumo se alargan y al mismo tiempo se incrementa el contenido 
de zumo. En la tercera fase o estado de maduración, el fruto aumenta un
poco el tamaño, debido sobre todo a la pulpa y al eje central, y
paulatinamente va cambiando el color a amarillo naranja.
Un fenómeno importante en los frutos de algunos cítricos es la 
pollembrionía, o formación de varios embriones en una misma pepita o 
semilla. De los embriones formadas, sólo uno es el resultado de una 
fecundación, y todos los demás provienen del tejido nucelar (tejido 
Juvenil de una gran capacidad regenerativa) del progenitor femenino, de 
ahí el nombre de embriones nucelares en su caso (Button y Kochba, 1977), 
los cuales son por lo tanto embriones adventicios o somáticos.
Por ello, estos embriones no híbridos reproducen en principio, 
exactamente, los caracteres del progenitor femenino; y al no transmitirse 
los virus a través de este proceso, permiten obtener plantas nucelares 
libres de virus y presentando los caracteres que se quieren reproducir.
Como desventaja, las plantas procedentes de estos embriones 
presentan caracteres juveniles, lo que retarda algunas años la aparición 
de las primeras cosechas.
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1.4.,— EL ZUMO DE LOS CITRICOS
El zumo de los cítricos se encuentra contenido en el interior de 
las vesículas o sáculos de zumo,- las cuales forman la pulpa o parte 
comestible del fruto. Este zumo presenta los siguientes constituyentes 
solubles o sólidos disueltos (Sinclair, 1961, 1964; González Sicilia
1968; Ting y Attaway 1971; Ting y Rouseff, 1986):
- carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa);
- ácidos orgánicos (principalmente ácido cítrico y en menor medida 
ácido málico);
- vitaminas (destacando la vitamina C o ácido ascórbico);
- aminoácidos (en especial prolina, aspártico y arginina);
- sales minerales.
La casi totalidad de los constituyentes solubles del zumo está 
formada por los azúcares y los ácidos orgánicos, en distinta proporción 
dependiendo del tipo de fruto. Así, según González Sicilia, 1968:
- en limones, los ácidos representan casi todos los sólidos disueltos 
(7% de un total de 8-10%),
- en naranjas, predominan los azúcares, con un 7.5-9.5% de un total 
de 11-12% de solidos disueltos.
La concentración y proporción de azúcares frente a ácidos 
orgánicos y la cantidad de zumo, determinan el estado de madurez 
comercial y fisiológica del fruto en los cítricos.
Durante el crecimiento del fruto, se produce un cambio en la 
cantidad de estos factores en el zumo y en el resto del fruto, (pero tan 
solo se hará aquí referencia al zumo). Este cambio en naranjas es 
distinto al de limones: en naranjas los sólidos disueltos aumentan 
durante el proceso de maduración del fruto y la acidez desciende, 
mientras que en limón, en cambio, las sólidas permanecen constantes desde 
que el fruto sobrepasa los 2 cm de 0 hasta que alcanza los 6 cm de 0, y 
la acidez aumenta pasando de unos 2.5 g/1 a alrededor de 55 g/1.
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- Can el crecimiento, naranjas y mandarinas presentan una elevación 
en el contenido neto de azúcares solubles (sacarosa, glucosa y fructosa) 
y algo menos en la concentración. La proporción de cada uno de estos
azúcares varía en función del estado de desarrollo del fruto y de la
variedad estudiada. Así, la clementina fina presenta mayor cantidad de 
sacarosa que la naranja.
Respecto al ácido cítrico, la concentración disminuye 
gradualmente debido a procesos metabólicos y sobre todo a diluciones y 
neutralizaciones.
- En limón, la maduración viene producida por un aumento en la
concentración de ácido cítrico y un descenso en el contenido de azúcares.
En los limones maduros, los ácidos libres se incrementan en el 
zumo, y el pH disminuye, mientras que en naranjas maduras los ácidos 
libres disminuyen en el zumo (aumentando el pH) y se eleva la 
concentración de los sólidos solubles.
I.4.I.- ACIDOS QBGAIICQS
La acidez del zumo de los agrios se debe sobre todo al ácido 
cítrico, al que acompañan en menor cantidad el ácido málico y en mucha 
menor cuantía el ácido oxálico. La acidez del zumo se expresa en
porcentaje de acidez libre.
Las cantidades de ácido cítrico oscilan mucho en el zumo, 
influyendo sobre todo las condiciones de cultivo (de ahí la variación de 
acidez en las naranjas), mientras que el ácido málico es más uniforme.
Así, Sinclair (1984) ofrece estas cantidades:
- para zumo de naranja:
* ác. cítrico: 8.4 a 25.4 g/1 zumo (estando los valores medios 
entre 5.6 y 9.8 g/1.
* ác. málico: 1.4 a 1.77 g/1 zumo
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- para zumo de linón:
* ác. cítrico: entre 45 y 65 g/1 zumo, con un promedio de 54 g/1
* ac. málico: entre 1.5 y 4.3 g/1 zumo
Estos ácidos orgánicos, abundantes en el zumo, apenas están 
presentes en los tejidos de flavedo y albedo del fruto.
El pH de los cítricos va desde 2 en limones hasta 5 en naranjas
muy dulces y maduras, estando el valor medio de pH para naranjas V. JTavel
entre 2.9 y 3.9.
1.4.2.- AZTCAKES
La cantidad de éstos contenida en el zumo de los cítricos 
también varía bastante según la especie y variedad. Como ya se dijo, 
representan la mayor parte de los sólidos disueltos en la naranja, 
mientras que en el limón tan solo significan 1/5 de ellos.
Para variedades en España, se han encontrado de 130 a 150 g de 
azúcar por litro de zumo, oscilando los valores medios sobre 100 g de 
azúcares totales por litro de zumo. Por otra parte, en un fruto maduro de 
naranja, la relación entre los azúcares sacarosa, glucosa y fructosa está 
en 2:1:1.
En mandarinas predominan los azúcares no reductores (casi el 
doble que los reductores); en limón destacan los azúcares reductores y en 
naranja se encuentran a la par (González Sicilia, 1968).
La sacarosa al principio de temporada puede representar un.27% 
de los azúcares totales y al finalizar el proceso de maduración del fruto 
alcanzar el 40%; lo que concuerda con el hecho de que son los azúcares no 
reductores los que aumentan en.el zumo a medida que el fruto madura, 
permaneciendo bastante constantes los reductores.
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I.4.3.- VITAMINAS
Las vitaminas más importantes presentes en el zumo son:
- vit. A: aparece en forma de los precursores caroteno!des,
desde 50 a 500 UI por 100 mi.
- vit. Bi (tiamina): en cantidades que van desde 60 a 70 pg en
100 mi.
- vit. Ba (riboflavina): desde 15 pg en naranja a 60 pg por 100 mi en
limón.
- vit. P (citrina): se trata en realidad de tres glucósidos, el más
conocido la hesperidina.
- Inositol: aunque no es una vitamina como tal; esta presente en el
zumo de limón entre 85 y 120 mg por 100 mi de zumo.
- vitamina C o ácido ascórbico: es la principal vitamina del zumo de 
los cítricos, estando en mayor cantidad en la corteza del fruto. La 
cantidad presente en el zumo depende de gran número de factores, como por 
ejemplo la especie y variedad estudiada.
Así, en las variedades españolas oscila entre 50 y 80 mg de 
ascórbico por 100 mi de zumo, quedando los valores más altos para las 
naranjas y los más bajos para las mandarinas. En limones, en general se 
citan valores entre 25 y 50 mg/100 mi de zumo, aunque en ocasiones se 
sobrepasa el doble (González Sicilia, 1968).
En cuanto a la distribución de la vitamina C en los tejidos del 
fruto, es de destacar que tanto en naranjas como limones la mayor 
cantidad aparece en el flavedo; hay el 50% menos en el albedo y de 1/3 a 
1/5 menos en el endocarpo, donde se encuentra el zumo (Sinclair, 1984).
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1.4.4.- AMINOACIDOS
El aminoácido que en mayor cantidad aparece en el zumo de los 
cítricos es la prolina, tanto en naranjas como en limones, seguida de la 
arginina y el ácido Y-aminobutírico en naranja y del aspártico en limón.
Asimismo destacan también la asparragina, la serina, la alanina 
y el glutámico. El conjunto de estos 8 aminoácidos forman el 95% del
total en el zumo de naranja y el 86% en el zumo de limón (Sinclair 1984).
1.4.5.- CQffSTITUYETTES INORGANICOS
Su presencia en el zumo se ve bastante influida por la 
fertilización, el tipo de variedad y la situación del fruto en el árbol.
El zumo de los cítricos presenta alrededor de 0.4% de cenizas,
si bien en limón es más bajo. Esta cantidad es mayor en frutos inmaduros
y va decreciendo conforme va madurando el fruto.
El potasio (K) con el 50-60% del peso de las cenizas, es el 
elemento más abundante, siendo los cítricos una buena fuente de él (Tabla 
3); seguido de fósforo (P), calcio (Ca), magnesio (Mg) y sodio (Ha) (Ting 
y Ataway 1971; Ting y Rouseff, 1986).
TABLA (3).- Cantidades presentes de los elementos más abundantes 
en el zumo de distintas cítricas; mg/100 ni de zumo:
K P Ca *8 la
zumo de limón 142 10.3 8.4 6.6 1.5
zumo de naranj a 179 21.7 11.1 11.5 1.7
zumo de lima 104 11.0 9.0 — 1. 0
Fuente: Ting y Ataway, 1971
1.5,- INTERES DEL CULTIVO “in vitro" EN CITRICOS
Hay un gran número de enfermedades y agentes que pueden afectar 
la producción de cítricos y la calidad de la fruta. El origen puede estar 
en hongos (Phytophora), bacterias, insectos, ácaros, balances 
nutricionales (Klotz, 1978), heladas y suelos poco adecuados, como son 
los muy calizos, que dificultan la absorción de cationes por las raíces.
Algunos de estos problemas pueden ser controlados por 
tratamientos químicos o prácticas de cultivo convencionales, pero las 
enfermedades causadas por virus o agentes víricos, tales como el virus de 
la tristeza, el viroide de la exocortis, etc., na pueden ser controlados 
por estos tratamientos (Vallace, 1978), y constituyen una importante área 
de investigación donde las técnicas del cultivo "in vitro" de órganos y 
tejidos vegetales son de gran ayuda.
Un factor importante a nivel de cítricos es la propagación del 
material, siendo obligatorio el que se realice con material no infectado 
Víricamente, por lo que el saneamiento de la variedad es de capital 
importancia. Sin embargo, dado el poco éxito de la técnica del 
tratamiento con calor (termoterapia) para la eliminación de virus en las 
yemas a injertar (Calavan, 1972), la tecnología del cultivo "in vitro" 
con técnicas tales como el cultivo de ápices meristemáticos, la 
embriogénesis nucelar y el microinjerto "in vitro" (Havarro et al., 1975) 
para obtener material libre de virus es de suma importancia desde la 
década de los años 70.
Estas y otras técnicas de cultivo "in vitro", como el cultivo de 
protoplastos (Vardi, Spiegel-Roy y Galun, 1982) y de callos obtenidos a 
partir de distintos órganos de la planta (Spiegel-Roy y Vardi, 1984; 
Barlass y Skene, 1986) aprovechando la variación somaclonal producida, 
así como la hibridación entre protoplastos de distintas especies y 
géneros (Ohgawara et al., 1985; Vardi y Galun, 1988), representan hoy en 
día un gran papel en el campo de mejora de cítricos.
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El usa de raterial reproductor de Citrus (núcelas, flavedo, 
albedo, pistilos, etc), para establecer líneas de callos o cultivos de 
multiplicación directa (Button y Kochba, 1977) ha ofrecido un gran 
impulso en la investigación de áreas de propagación clonal y de estudios 
nutricionales.
En la última década se ha producido también un aumento en la 
utilización de material vegetativo (ápices, meristemos, yemas, secciones 
de tallo, de raíces, etc) para producir yemas adventicias tanto a partir 
de callos como directamente de los explantes, (Barlass y Skene, 1986).
Sobre el cultivo "in vitro" de Citrus hay amplia referencia en 
la literatura científica desde los inicios de esta nueva tecnología, 
siendo en los últimos años una de las especies frutales más estudiadas. 
Estos trabajos realizados "in vitro" podemos agruparlos en los siguientes 
puntos:
1.5.1.- ESTUDIOS FISIOLOGICOS
El cultivo "in vitro" de secciones de tallos de plántulas 
crecidas en condiciones axénicas originó callos en los que se formaron 
yemas adventicias (Grinblat, 1972; Chatuverdi et al., 1974a). Las yemas 
formadas desarrollan brotes normales que luego son transferidos a un 
segunda medio de cultivo para la inducción de raíces.
La benziladenina promueve la formación de estas yemas, e impide 
el enraizamiento. Para la inducción de raíces es necesaria en cambio una 
auxina, en la mayoría de los casos el ácido cc-naftalenacético.
Altman y Goren (1974a), estudiaron "in vitro" el mecanismo de 
desarrollo de yemas de cítricos, en particular el control hormonal sobre 
el crecimiento y dormición. Así encontraron que el cultivo aséptico de 
yemas vegetativas recogidas del árbol y tratadas con reguladores del 
desarrollo ofrece el mismo tipo de respuesta que las yemas "in vivo": las 
auxinas y el ácido abscisíco retardan la brotación y las citoquininas la 
inducen.
- 18 -
De igual forma, Guisen et al., (1981) desarrollaron "in vitro" 
sistemas para examinar el comportamiento fisiológico de flores y frutos 
cítricos.
Esta similitud de respuesta entre las yemas crecidas "in vivo" e 
"in vitro" permite el estudio "in vitro" de los factores fisiológicas que 
controlan el fenómeno de inducción y desarrollo "in vivo" de yemas y 
flores en los cítricos (Button y Kochba, 1977; Barlass y Skene, 1986).
Gracias a recientes trabajos se sabe hoy en día que la 
intensidad de iluminación, el tamaño del explante unido a la yema (García 
Luis et al. , 1989) y sobre todo temperaturas no superiores a 20*C
(Tisserat et al., 1990) son los factores que controlan la diferenciación 
de yemas hacia flores en detrimento de la diferenciación hacia brotes 
vegetativos.
También se ha estudiado la formación de callos en la zona de 
abscisión de yemas cultivadas "in vitro" (Altman y Goren, 1974b). La 
presencia de ácido abscíslca (ABA) en el medio promovió la formación de
■ callo en esa zana, especialmente si además se añadía ácido indolacético
(AIA). La presencia de etileno también favorecía la formación de callo.
Por otra parte en estos últimos años destacan los trabajos
encaminados al estudio "in vitro" del metabolismo, crecimiento y 
desarrollo del fruto, cultivando secciones de él, especialmente 
vesículas, y comparando su comportamiento con el que se da de forma
■‘ natural en el fruto completo unido al árbol (Khan et al., 1986; Tisserat 
y Galletta, 1987; Tisserat et al., 1988 a,b; 1989 a,b).
1.5.2.- FRODÜCCIQB DE PLA1TAS LIBRES DE VIRUS
Hay un gran número de virus y viroides que producen enfermedades 
en los cítricos y afectan tanto a la producción como al crecimiento del 
árbol (Vallace, 1978). En base a ello, la obtención de plantas sin éstos
■ patógenos es un tema de especial interés en las zonas citrícolas, como es 
la Comunidad Valenciana.
- 19 -
La mayoría de los virus y vlroides que afectan a los cítricos no 
se transmiten a través de las semillas ya que lo hacen sobre todo vía 
floema, y no hay conexión vascular entre el cigoto y la planta madre.
Por ello en un principio parecería que la obtención de plantas
através de líneas nucelares bien "in vivo" bien Min vitro" podría ser
aceptable (pues la núcela es un tejido juvenil del óvulo, con elevada 
capacidad regenerativa y que posee dotación 2n de la planta madre), pero 
ofrece la desventaja de que el material resultante (embriones nucelares) 
dan plantas juveniles, y el tiempo que ha de pasar hasta que den cosecha 
es largo.
El tratamiento con calor del material vegetativo (Termoterapia) 
para la eliminación de virus en Citrus es bueno sólo hasta cierto punto, 
pues si se puede eliminar la propagación de virus tales como el de la
tristeza y el de la psorosis, sin embargo no puede eliminarse el
exocortis y la cachexia (Calavan, 1972).
Por ello, el cultivo de ápices meristemáticos (donde el .tejido 
vascular no esta desarrollado) o la regeneración "in vitro" de brotes a 
partir de un explante que comprende el meristemo más uno o dos primordios 
de hoja se han desarrollado y con éxito para la eliminación de virus en 
distintas especies (Barlass y Skene, 1982).
Una modificación de esta técnica y adaptada para cítricos fue 
desarrollada por Hurashige et al., (1972) y mejorada más tarde por 
JTavarro et al., (1975). En este caso, el ápice meristemático sembrado se 
injerta "in vitro" en una incisión en forma de T realizada sobre una 
plántula patrón decapitada y que servirá de portainjerto.
Este procedimiento, denominado "nicroinjerto", se ha demostrado 
que produce plantas libres de los anteriores virus que afectan a los 
cítricos (Roistacher, 1976). Las plantas así obtenidas no poseen 
caracteres juveniles, lo que unido a su saneamiento les confiere una 
inmediata y elevada cosecha. Todo esto hace del microinjerto un excelente 
método para la propagación clonal.
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1.5.3.- MPLTIPLICACIQI I PRQPAGACIQJ H  YITRQ
Alrededor de 10 especies del género Citrus han regenerado brotes 
"in vitro", en la mayoría de los casos usando plántulas como material de 
partida (Barlass y Skene, 1986). Dado que en la mayoría de especies de 
cítricos hay poliembrionía y que casi todas los embriones son de origen 
nucelar, se ha explotado este hecho para multiplicar clonalmente "in 
vivo" e "in vitro", pues los embriones nucelares son "en teoría" 
idénticos genéticamente a la planta madre. En los casos de especies o 
variedades monoembriónicas y embrión cigótico se ha utilizado como 
explante de partida tejido nucelar para obtener embriogénesis somática 
(Rangan et al., 1968).
Sin embarga, para evitar el inconveniente de obtener plantas 
juveniles al utilizar las anteriores vías y con ello retraso en el inicio 
de la producción, se ha preferido casi siempre usar material vegetativo a 
nivel de nodos, internodos, yemas, y a veces raíz y hojas como fuente de 
explantes para obtener brotes "in vitro".
Explantes nodales con los meristemos axilares ya preformados, o 
bien yemas axilares o apicales (en menor medida) son el mejor material 
para obtener nuevos brotes mediante propagación clonal. En cambio, el 
cultivo de secciones de tallo sin yemas o bien secciones de hoja para 
obtener meristemos o yemas adventicias es menos aconsejable para 
propagar, pues si se pasa por el estado intermedio de crecimiento 
desorganizado en callo pueden ocurrir cambios genéticos, con lo que ya no 
se estaría propaganda, sino multiplicando, probablemente variaciones no 
deseables.
El medio de cultivo para la mlcropropagación en cítricos lleva 
en la mayoría de los casos las sales minerales de Kurashige Y Skoog CMS, 
1962) para regenerar brotes y MS o White (1943) para la inducción de 
raíces. Chatuverdi y Mitra (1974), elevan la concentración de sacarosa 
del 3 al 5%, en base a los experimentos con callos de albedo en Citrus de 
Murashige y Tucker (1969).
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Como reguladores del desarrolla destaca el usa casi exclusivo de 
benciladenina para la regeneración de brotes y de ácido naftalenacético 
para la formación de raíces. La adición de sustancias orgánicas 
complejas, como leche de coco o extracto de malta, tanto con material de 
origen nucelar como vegetativo, según los autores aparecen como 
esenciales o no (Barias y Skene, 1986).
1.5.4.- EMBBIQGEBESIS SOMATICA
Dentro del campo de las plantas leñosas, la embriogénesis 
somática en cítricos es uno de los apartados más estudiados. La mayoría 
de trabajos en este campo se ha llevado a cabo en la variedad Shamouti de 
Citrus sinensls, cultivando embriones adventicios formados "in vivo", 
núcelas alsaladas y óvulos fertilizados o no. Uno de los principales 
beneficios de este proceso es la eliminación de virus y la reproducción 
asexual por medio de las técnicas del cultivo "in vitro".
Los embriones somáticos se pueden obtener directamente del
explante (normalmente núcela extraída de óvulos fertilizados), (Rangan et 
al., 1968). Estos embriones germinan y crecen posteriormente hasta 
planta completa idéntlcaa la original. Cabe destacar además en este 
sentido los trabajos de Bitter et al., (1970). En cambio no se han podido 
obtener por esta vía a partir de ovarios u óvulos no fertilizados, como 
tampoco desde núcelas de estos óvulos (Barlass y Skene, 1986).
Otra vía es la inducción indirecta de embriones somáticos 
pasando por el estado de callo, bien a partir de hipocotilo, de material
nucelar e incluso de paredes de ovarios no polinizados (Mitra y
Chatuverdi, 1972). En este caso, las plantas que se originen pueden no
ser idénticas a la de partida.
Kochba et al., (1972), obtienen callos embriogénicos a partir de 
óvulos no fertilizados y núcelas aisladas de naranja Citrus sinensis L. 
Osbeck, variedades Shamouti y Valencia. En todos los casos, los óvulos o 
las núcelas se obtuvieron de flores o de frutos inmaduros.
- 22 -
Observaciones al microscopio electrónico de callos de núcela o 
de óvulos fertilizados de naranja Shamouti (Button et al., 1974) muestran 
que este tejido posee praembriones en diferentes estados de desarrollo. 
Sin embargo, la producción de embriones decrece después de repetidos 
subcultivos de callos.
Actualmente, con toda la información y datos de que se dispone, 
es posible la obtención de embriones somáticos en cítricos a partir de un 
gran número de materiales, incluido en cultivares que son monoembriónicos 
‘ o incluso faltos de semillas.
Con algunas excepciones, los explantes son tomados de tejidos 
reproductores y generalmente cultivados en medio de Murashige y Tucker 
(1969) completado con extracto de malta. La adición de ácido giberélico, 
estimula el desarrollo del embrión hasta el estado de planta (Barlass y 
Skene, 1982; 1986), pero en cambio suprime la inducción de embriogénesis.
Se ha demostrado que la embriogénesis en callos de óvulos 
también puede estimularse irradiando los componentes del medio de cultivo 
(Kochba, 1973), sobre todo el extracto de malta, cambiando el azúcar 
sacarosa por la galactosa (Kochba et al., 1978c) y reduciendo los altos 
niveles de auxinas endógenos que poseen estos callos.
1.5.5.- MEJORA X SELECCIQI II XIIRQ
Como en la mayoría de estudias, los trabajos en este campo se 
han realizado en líneas de callos embriogénicos de óvulos de Citrus 
sinensis L. Osbeck, variedad Shamouti, de Israel (Kocha et al., 1978 
a,b,c.).
A nivel de mejora genética un punto importante es el 
aprovechamiento de la diversidad genética intraespecífica por medio de la 
variación genética que aparece en las plantas regeneradas en cultivo 
celular (variación somaclonal), . tanto la que aparece de novo como la 
que se recupera, ya preexistente en los tejidos somáticos de partida. 
Posteriormente sobre estos variantes se puede aplicar una selección 
somaclonal o una selección "in vitro".
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Así, se puede aplicar la selección "in vitro" para obtener 
líneas resistentes a la salinidad, o a herbicidas, como el 2,4-D a 
concentraciones elevadas (10"“* y 10~5 M. De igual forma, se puede aplicar 
esta metodología para obtener y seleccionar líneas resistentes a plagas o 
enfermedades.
En muchas áreas agrícolas (y la Comunidad Valenciana es una de 
ellas) el agua de riego contiene ya elevadas concentraciones de sales 
(tanto por las añas de sequía, como por el uso excesivo de acuíferos o el 
elevado abonada de campos) que hacen difícil o imposible el desarrollo 
normal de las plantas. En concreto, los cítricos son muy sensibles a la 
salinidad, por lo que la obtención de plantas resistentes o tolerantes es 
un gran campo de investigación en cultivo "in vitro"
También los callos de Citrus sinensis son muy sensibles a la 
salinidad. Cultivando en medios con altos niveles de HaCl (5 g/1) y 
usando en algunos casos radiación gamma como agente mutagénico, Kochba et 
al., (1982), selecionan líneas de callos tolerantes a la salinidad y 
regeneran embriones también tolerantes. Sin embargo, no ofrecen 
información de si se regeneran plantas y si éstas manifiestan o no "in 
vivo" esa resistencia.
Un esquema de selección similar se ha usado para obtener líneas 
de callas Shamouti tolerantes a 2,4-D (Spiegel-Roy et al., 1983), aunque 
no se logró regenerar plantas.
Actualmente, la investigación a nivel de mejora genética „en 
cítricos (al igual que en otras especies) tiene como objetivo el 
aprovechamiento de la variación extraespecífica útil. Y en este sentido 
la transferencia de esa información genética interespecífica mediante. J.a 
fusión de protoplastos es la vía más adecuada y rentable.
El aislamiento y cultiva de protoplastos es un paso previo a la 
hibridación mediante fusión de protoplastos entre especies del mismo o 
distinto género. Esta técnica permite superar barreras de
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Incompatibilidad sexual para la síntesis de nuevos aloploides 
(hibridación celular somática) o para introducir información genética 
deseable desde una especie dadora a otra receptora (Ingeniería genética 
celular).
Así, nos encontramos en los últimos años con la obtención de 
-^híbridos somáticos entre especies: Citrus sinensls x Citrus paradísi
-f(Ohgawara, 1985), Citrus sinensis x C. aurantífolia y entre géneros: C. 
^sinensis x Poncirus trifoliata (Grosser et al., 1988, 1989), a partir del 
°aislamiento y fusión de protoplastos, con vistas a obtener mejores 
patrones, más resistentes a enfermedades, y sobre los que injertar la 
variedad productiva (Vardi y Galun, 1988).
A este nivel merece especial relevancia la hibridación mediante 
‘ fusión de protoplastos entre Citrus aurantíum y un género relacionado, 
Kicrocitrus (Vardi et al., 1989), obteniéndose un cíbrido (híbrido a 
nivel citoplasmático) de Citrus que lleva componentes mitrocondriales y 
'cloroplásticos de Kicrocitrus, los cuales pueden introducir esterilidad 
rmasculina en Citrus, de importantes resultados económicos por la 
potencial partenocarpia, y con ello formación de frutos sin semillas.
Dentro del campo de obtención de híbridos que sirvan como nuevos 
mejores patrones (portainjertos) de amplio rango en el cultivo de 
^especies frutales cabe destacar el híbrido intergenérico obtenido por 
Ochatt et al., (1989) entre Pyrus communis var. pyraster y Prunus avíum x 
pseudocerasus. Este híbrido, al menos en ensayos in vitro, sirve como 
patrón universal para miembros de las dos subfamilias: Pomoidae y
‘Prunoidae.
Los últimos trabajos en cítricos, al igual que en numerosas 
Especies leñosas o herbáceas, se están realizando ya en base a estudios 
sobre ingeniería genética molecular o transformación genética directa 
(Tecnología del ADE recombinante) introduciendo un plásmido en 
protoplastos de cítricos utilizando como vector Agrobacterium 
tumefacíens, para obtener así plantas transgénicas (Vardi et al., 1990).
En resumen, el cultivo de tejidos es una técnica importante en 
la investigación de cítricos. Aunque esta tecnología puede ser utilizada 
como fuente para la producción de metabolitos secundarlos, éste no es el 
fin en los cítricos (Button y Kochba, 1977; Barlass y Skene, 1986), 
puesto que los productos de interés comercial (ácido ascórbico, aceites 
esenciales, flavononas, pectinas y hesperidinas) aparecen en gran 
cantidad en los tejidos del fruto, y se pueden obtener de forma sencilla 
a partir de él; mientras que a su vez el zumo se utiliza como elemento 
nutritivo y refrescante.
Por el contrario, el cultivo de tejidos en cítricos es un
excelente sistema para estudiar determinados factores a nivel 
fisiológico, a nivel de propagación y saneamiento y a nivel de mejora, 
con la selección de variedades más productivas o el desarrollo de líneas 
resistentes a plagas, enfermedades o situaciones de estrés. Gracias a 
esta técnica, se ha logrado la propagación de cítricos, la eliminación de 
virus y la selección de especies o variedades resistentes a la salinidad.
Se ha obtenido plantas nucelares (vía directa o indirecta) a 
partir de óvulos o de núcelas, y con ello plantas libres de virus y el 
rejuvenecimiento de clones muy viejos que no producen semillas nucelares 
de forma natural. Esta micropropagación demanda integridad clonal, por lo 
que se desaconseja el paso por la vía de callo o la utilización del
cultivo de protoplastos a este nivel (Chaleff, 1981).
Pero dado que estas plantas nucelares presentan características
juveniles no deseables a nivel de cosecha, la atención se ha centrado más
en la propagación por microinjerto como una posible solución al problema 
de la eliminación de virus pero sin el excesivo rejuvenecimiento del 
tejido (Button y Kochba, 1977).
A niveles fisiológicos, son de máxima actualidad los trabajos 
sobre los procesos que controlan la diferenciación de yemas a flores o 
brotes vegetativos (Tisserat et al., 1990), así como el del crecimiento y 
fisiología de vesículas "in vitro" (Tisserat et al., 1987, 1989a).
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El cultivo de protoplastos y de callos (por su capacidad de 
Inestabilidad genética) es de gran valor en la mejora de cítricos a la 
hora de aprovechar la variación somaclonal que aparece en plantas 
regeneradas en cultivo celular.
También se ha abordado el tema del aprovechamiento de la 
variabilidad interespecífica mediante la hibridación somática entre 
distintas especies y géneros de cítricos utilizando la técnica de fusión 
de protoplastos. La aplicación de la ingeniería genética molecular 
permite obtener plantas transgénicas mediante transformación genética 
directa.
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1,6,- N E C E S I D A D E S  NUTRICIÜNALES DEL 
CULTIVO "in vitro" EN CITRICOS
Un gran número de medios de cultivo se han ensayado en el 
cultivo "in vitro" de cítricos. Los primeros medias desarrolladas fueron 
los de Vhite (1943), Heller (1953) y JTitsch (1965). Sin embargo, el más 
utilizado ha sido el de Murashige y Skoog (1962) con algunas 
modificaciones a nivel de vitaminas y reguladores del desarrollo. Una de 
estas modificaciones corresponde al de Murashige y Tucker (1969), muy 
utilizado en medios de multiplicación, y medio base de los estudios 
desarrollados en este trabajo.
Asimismo, complejos orgánicos como hidrolizado de caseína, leche 
de coco, extractos de levadura y malta y zumo de naranja han sido a 
menudo incorporados junto can varias concentraciones y combinaciones de 
reguladores del desarrollo (Button y Kochba, 1977; Barlass y Skene, 1986)
Un estudio de la bibliografía sobre los distintas componentes 
del medio de cultivo, nos ofrece los siguientes datos:
1.6.1.- ELEMEJTQS TTDKOAWTCns (Sales minerales)
Como ya se ha dicho, las sales minerales de Hurashige y Skoog 
(medio MS) son las más utilizadas y extendidas en el campo del cultivo 
"in vitro", aunque existen modificaciones que también son utilizadas en 
cultivos específicas.
La principal diferencia entre el medio MS y otros está en la 
concentración y fuente de nitrógeno. La mayaría de los medios paseen solo 
nitrato, mientras que el MS contiene una alta concentración de amonio 
además de un alto nivel de nitrato. La concentración de calcio también es 
algo mayor en el medio MS que en otros.
Aunque no parece necesario modificar las sales minerales del 
medio MS para el cultivo de tejidos de cítricos (como albedo y vesículas) 
tanto en medio con zumo de naranja como sin él (Einset, 1978a), algunas 
autores han disminuido a 1/2 ó a 1/4 la concentración de sales e incluso
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se han ensayada modificaciones profundas de este medio (Kordan, 1977; 
Tisserat y Galletta, 1987; Vandercoock y Tisserat, 1989) al objeto de 
estudiar distintos comportamientos fisiológicas de vesículas de limón, en 
especial su facultad para permanecer como tejido intacto o formando 
calla.
Otros (Huff, 1983; Mayfield y Huff, 1986) ensayan la eliminación 
alternativa de E y K (EíLiEOa, OOa) del medio de cultivo y su sustitución 
por otros compuestos para estudiar el balance nutricional requerido en 
óclos procesos de desverdización y reverdización "in vitro" de segmentos de 
piel de naranja, así como la reversión de cromoplastos a cloropastos; 
-encontrando que estos cambios y el nivel de aminoácidos está controlado 
por los niveles de sacarosa y IT en el medio.
I.6.2.- CAKBQHIDSáTQS
La sacarosa es la mejor fuente de carbono en la mayoría de los 
cultivos de tejidos (Murashige, 1974). Aunque se han utilizado 
concentraciones del 3% (p/v) de sacarosa, en general parece ser que el 
incremento a 5% ofrece mejores resultados en el cultivo de órganos y 
tejidos de cítricos (Murashige y Tucker, 1969; Chatuverdi y Mitra, 1974; 
: Button y Kochba, 1977), llegando incluso a encontrarse como óptimo el 8% 
dé sacarosa en cultivo de vesículas de cidro (Einset, 1978a).
üí
Tisserat y Galleta (1987), en estudios realizados con vesículas 
de limón de la variedad Eureka en distintos estados de dasarrollo con 
'objeto de estudiar su respuesta "in vitro" como tejidos intactos sin 
formar callo, encuentran que son las niveles de carbohidratos quienes 
controlan el comportamiento de este tejido.
Así, niveles de azúcar no superiores al 0.1% preservan intactas 
las vesículas sin formación de callo; pero por encima del 1% e 
independientemente de la concentración de sales se produce el 100% de 
callos en el crecimiento de las vesículas. Aunque el tipo de azúcar no 
parece ser importante, la presencia de sacarosa provoca mayores niveles 
de callos que glucosa o fructosa.
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Por otra parte, la embriogénesis en cítricos a partir de callos 
de óvulos necesita el cambio de sacarosa por galactosa o por lactosa 
(Kochba et al., 1978c, 1982b). La presencia de sacarosa al 5% inhibe el 
efecto estimulador de la embriogénesis de la galactosa o lactosa. Parece 
probable que la galactosa regule la biosíntesis de auxina vía etileno.
Incluso la eliminación de la sacarosa antes de transferir las
plantas al suelo parece ser ventajosa.
1.6.3.- AMINOACIDOS
La utilización de glicina parece que incrementa levemente la
respuesta en callos de albedo de limón entre 2-4 mg/1 (Murashige y
Tucker, 1969) o en vesículas (Kulshrestha, 1982). En cambio, otros L- 
aminoácidos (como fenilalanina y tirosina) parecen no ofrecer respuesta 
en estos cultivos (Erner y Reuveni, 1981).
1.6.4.- YITAMIIAS
En cultivos de callos de albedo, Murashige y Tucker (1969)
establecen los niveles óptimos de vitaminas para la proliferación de este 
tejido en cítricos. Estos niveles, que para otros géneros pueden ser
elevados, son: mio-Inositol 100 mg/1; Piridoxina 10 mg/1; Tiamina 10
mg/1; ácido Nicotínico 5 mg/1.
De ellas, sólo la Tiamina parece ser esencial (Einset, 1978a).-
En cambio, otras vitaminas como el ácido Ascórbico, la Biotina, el ácido 
Fólico y el Pantotenato de calcio parecen ser muy poco o nada activos 
(Button y Kochba, 1977).
El ácido ascórbico (Vit. C) parece que estimula la producción de 
pseudobulbos en tejido nucelar de Citrus sinensis (Button y Bornmann, 
1971a), mientras que a partir de 1 g/1 es tóxico en cultivos
embriogénicos de callos habituados de óvulos (Spiegel-Roy, 1984).
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Tisserat y Galletta (1987), encuentran que el ácido ascórbico a 
1 g/1 impide la proliferación de callos (controlando la actividad
mitótica) en cultivos de vesículas de limón, favoreciendo con ello el 
desarrollo de vesículas relativamente normales e intactas
1.6.5.- SESIAICIAS QEGAIICAS COMPLEJAS
A pesar de su composición indefinida, un gran número de
sustancias orgánicas complejas se han utilizado con éxito en el cultivo 
de tejidos de cítricos (Murashige, 1972). Destacan las siguientes:
5.1.- Extractas de malta: parecen ser esenciales en la embriogénesis 
en cultivos nucelares (Kochba y Spiegel-Roy, 1973) en naranja Shamouti.
En cultivo de callos a partir de tejido de tallo de naranjo
Shamouti, Grinblat (1972) encontró que el extracto de malta suprimía la 
proliferación de callos. En otras especies de cítricos, la adición de BA 
y BAA mejora el vigor de los brotes originados en los cultivos con 
extractos de malta (Chatuverdi y Mitra, 1974).
5.2.- Leche de coco: estimula la embriogénesis en cultivas celulares 
de cítricas (Button y Botha, 1975), encontrándose excelente la
* concentración de 10% para un normal desarrollo de embriones globulares.
La proliferación y posterior crecimiento de callos procedentes 
-de tejido de flavedo es estimulada por la leche de coco a 20% (Brunet y 
. . Ibrahim, 1973), disminuyendo el crecimiento a un 50 % si no hay leche de
-'' Coco en el medio, mientras que con albedo apenas se observa estimulación
(Murashige y Tucker, 1969). De ello se concluye que la respuesta es 
diversa y depende de los distintos tejidas.
5.3.- Hidrolizado de caseína: parece promover más el Inicio de callos 
i. qué el desarrollo de embriones, y apenas ofrece estimulación de
crecimiento en cultivo de callos de albedo de naranja (Murashige y 
Tucker, 1969).
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En cultivo de yemas de satsuma, no se ha observado ningún efecto 
de este compuesto (Ferri, 1985). Tampoco en el cultivo de explantes de 
flavedo de naranja V. Eavel hay efecto alguna (Brunet y Ibrahim, 1973).
5.4.- Zumo de naranja: esta sustancia ha sido utilizada a lo largo 
del presente trabajo, y es uno de los puntos centrales del mismo.
Se ha comprobado que estimula el crecimiento de callos de albedo 
y vesículas de cítricos en algunos casas (Murashige y Tucker, 1969; 
Thorpe et al., 1971; Erner et al., 1975, 1981; Einset, 1978a), estando en 
general la concentración óptima entre el 10 y 15% de zumo de naranja, 
siendo ya tóxico a 20% ó 30% según los tejidos. En cambio, en otros casos 
no se encuentra ningún tipo de estimulación, como es en cultivo de 
flavedo de naranja y limón (Brunet y Ibrahim, 1973).
Esta estimulación por parte del zumo de naranja en cultivo de 
cítricos es debida, para unos autores y al menos en lo que respecta a 
crecimiento de callos, al ácido cítrico esencialmente. Así, Erner y
Reuveni, (1975, 1981) demuestran que este compuesto entre 1 y 2 g/1
estimula el desarrollo de callos de albedo de naranja tanto como la
adición de zumo de naranja a 10% (que lleva también 1 g/1 de cítrico).
Pero en cambio para otros (Einset, 1978 a,b) queda descartada 
esta afirmación al menos en explantes directos de albedo y vesículas, 
debiendo existir otro compuesto, que no es ni los constituyentes 
inorgánicos ni la fuente de carbono, responsable de esta estimulación. 
Tampoco debe ser una auxina, pues el aporte de zumo de naranja no 
sustituye la necesidad de 2,4-D en cultivo de vesículas de cidro.
Por otra parte, Tisserat y Galletta, (1987) encuentran en 
cultivos de vesículas de limón que para concentraciones menores de 1% de
sacarosa en el medio de cultivo, la presencia de ácido cítrico a 1 g/1
impide la proliferación de callos. Según estos autores, el comportamiento 
estimulador del crecimiento por el ácido cítrico sería debido a un efecto 
sinérgico al ser usado con medios que estimulan la producción de callos,
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como es el de Murashige y Skoog, junto con sacarosa a 3-5% y la presencia 
de auxina y citoquinina.
Kulshrestha et al., <1982), encuentran por vez primera un efecto 
xllogénico del ácido cítrico a 2 g/1 similar al que producen las auxinas 
(entre 6-10 mg/1) en cultivos de vesículas junto con el desarrollo del 
callo formado.
1.6.6.- REGULADORES DKT. DESARROLLO
6.1.- Auxinas: la adición de auxinas estimula el crecimiento de los 
callos de albedo y vesículas (Murashige y Tucker, 1969; Einset, 1978a), 
pero no la embriogénesis (Kochba y Spiegel-Roy, 1973), debido a los ya de 
por sí altos niveles de auxinas que presentan los callos de Citrus. De 
hecho, la embriogénesis es favorecida al reducir los niveles endógenos de 
auxinas en los callos, o al utilizar inhibidores de la síntesis de
auxinas (Kochba y Spiegel-Roy, 1977), tales como HMB (5
hidroxinitrobenzil-bromuro) y AZI (7-aza-indol) .
La presencia de AIA o de AMA entre 0.01-5,0 mg/1 inhibe la
embriogénesis en líneas embriogénicas "habituadas" de callos Shamouti
aunque en el medio de cultivo estén presentes galactosa o lactosa entre 
1-5% (Kochba y Spiegel-Roy, 1977).
En algunas cultivos se observa que el 2,4-D (3 x 10~s M) es más
efectivo que el MAA y éste a su vez que el AIA (Murashige y Tucker,
1969). Por el contrario, Brunet y Ibrahim (1973) encuentran en cultivo de 
flavedo que el AIA a 10 mg/1 es más efectivo que el AMA y el 2,4-D
6.2.- Citoquininas: no parecen tener mucha influencia en los cultivos 
de cítricos (Murashige y Tucker, 1969; Grinblat, 1972; Kulshrestha, 1982; 
Einset, 1978a), pero estimulan la formación de yemas adventicias 
(Chatuverdi y Mitra, 1974). La kinetina entre 0.2 y 1.0 mg/1 mejora el
tamaño y aspecto de callos formados en cultivo de vesículas (Unger et
al., 1978).
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Sí parecen ser necesarias para la regeneración de brotes de 
cítricos Min vitro"; y en concreto la benziladenina (Barlass y Skene, 
1986). En cuanto a la klnetina, en este aspecto, no parece existir 
uniformidad de respuesta.
Las citoquininas iubiben la embriogénesis somática (Kochba y 
Spiegel-Roy, 1977; Tisserat y Murashige, 1977) en callos habituados de 
naranja Shamouti y es estimulada por antagonistas de las citoquininas, 
como es la 8-azo-guanina.
6.3.- El ácido Giberéllco: aunque en general tampoco es esencial,
estimula el crecimiento en cultivos de callos de albedo (Schroeder y 
Spector, 1957; Murashige y Tucker, 1969) y en callos procedentes de yemas 
vegetativas (Altman y Goren, 1974), así como la formación de raíces 
(Kochba et al., 1974) y en algunos casos el crecimiento de brotes (Bütton 
y Bormann, 1971).
Por otra parte, la embriogénesis no parece ser estimulada por el 
GAa (Mitra y Chatuverdi, 1972), inhibiéndola ya desde 1 mg/1, mientras 
que la utilización de inhibidores de la síntesis del ácido giberélico 
tales como CCC (2-cloro-etil trimetil amonio cloruro (Kochba et al., 
1978) la incrementan desde 10 mg/1 en callos habituados de Shamouti.
En cultivos de vesículas de limón (Tisserat et al., 1989) el GA3 
añadido al medio basal mejora la formación de vesículas adventicias y 
alarga el mantenimiento "in vitro" del color verde de éstas durante más 
tiempo, que en otro caso se volverían opacas y amarillentas.
6.4.- Acido Abscísico: aunque está clasificado como inhibidor del
desarrollo, se ha observado en bastantes casos que estimula la 
morfogénesis "in vitro". Niveles de abscísico de 0.04-4.0 pM aumentan 
notablemente la embriogénesis (Tisserat y Murashige, 1977) al mejorar la 
normalización del desarrollo y maduración de los embriones formados. En 
cambio a partir de 40 pM la suprimen drásticamente. La presencia de ABA 
en cultivos de yemas de naranjo dulce Shamouti junto a bajas 
concentraciones de sacarosa mejoró no solo la formación de callos en la
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zona de abscisión sino también el peso fresco alcanzado por éstos (Glladi 
et al., 1977).
I.7.- CO N D I C I O N E S  DE CULTIVO
En general la luz, y en particular las altas intensidades 
luminosas reducen el crecimiento de callos de tejidos de albedo 
(Schroeder,1960; Murashige y Tucker, 1969; Thorpe et al., 1971), de 
flavedo (Brunet y Ibrahim, 1973) y de vesículas (Murashige y Tucker, 
1969). Por ello, el crecimiento de callos desorganizados se ha de 
mantener en oscuridad.
Por otra parte, mientras los callos crecidos en la oscuridad son 
a veces poco compactos, de un color blanquecino-amariliento y con alguna 
, formación de pigmentos carotenoides, los crecidos en continua iluminación 
son verdes y compactos (Brunet y Ibrahim, 1973), con células densamente 
empaquetadas, paredes celulares lignificadas y en ocasiones altamente 
h diferenciadas.
En cambio, cuando lo que se estudia es la organogénesis, las 
condidiones óptimas son fotoperíodos de 12-16 h de luz, con intensidades 
de 3000 luxes (Brunet y Ibrahim, 1973).
En estudios comparativas en iluminación continua a 1500 luxes y 
en oscuridad continua (Mas y Alfonso, 1981) con explantes de raíces, 
tallos y segmentos de hoja obtenidos de plantas crecidas Min vitro" de 
pomelo, limón variedad Eureka y el híbrido Citrange Troyer, muestran que 
la oscuridad continua mejora significativamente la multiplicación celular 
- "in vitro", con un mayor peso fresco de los callos.
Las temperaturas de cultivo, oscilan entre 27-28*± 2*C (Button y 
¡ Kochba, 1977), ampliable según los casos a 25-30’C. En cuanto al medio,
. la mayoría de cultivas de Citrus sp. crecen bien en medios solidificados 
con agar entre 0.8-1.0% (Button y Kochba, 1977), no observándose apenas 
ventajas en cultivas realizados en medio líquido.
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I.8.- INTRODUCCION AL PRESENTE T R A B A J O .-
OBJETIVOS
El cultivo "in vitro" tanto de células aisladas, tejidos y 
órganos vegetales ha demostrado ser una poderosa herramienta en la 
investigación fisiológica, genética y bioquímica, además de una gran 
ayuda en la mejora vegetal.
Son muchos los trabajos en Citrus sp. al respecto llevados a 
cabo con distintos propósitos en países como España, Israel, India, EEUU 
y Sudáfrica. En el conjunto de las numerosas publicaciones sobre cítricos 
son de gran importancia aquéllas en las que los tejidos sembrados 
pertenecen a secciones de fruto, bien sea de perlcarpo (flavedo y albedo) 
o de endocarpo (vesículas de zumo), así como callos subcultivados 
procedentes de estos tejidas.
Una serie de trabajos están orientados al cultivo de corteza 
(piel) en cítricos (Brunet y Ibrahim, 1972; Huff, 1983; Mayfield y Huff, 
1986) o bien de vesículas (Kordan y Morgenstern, 1962; Vandercook y 
Tisserat, 1989) para estudiar su potencialidad en la síntesis de 
flavonoides, que podrían ser de gran interés en la calidad final del 
fruto fresco y de los productos elaborados.
En otras ocasiones, el cultivo de tejidos procedentes de frutos 
se utiliza para estudiar la fisiología (competencia metabólica, 
acumulación de proteínas y azúcares, actividades invertasa y peroxidasa) 
y diferenciación del fruto (Einset, 1978a; Guisen et al., 1981; Altman.et 
al., 1982).
Otro grupo de trabajos está centrado en el estudio de los 
factores nutricionales y ambientales para el desarrollo de métodos que 
permitan controlar la diferenciación y organogénesis "in vitro".
En la mayoría de los cultivos realizados con explantes de 
frutos, bien sea empleando vesículas de zumo separadas (Kordan, 1963; 
Einset, 1978a) o tejidos de la piel (albedo y flavedo) (Murashige y
- 36 -
Tucker, 1969; Erner y Reuvenl, 1975, 1981; Einset, 1978a) todos han dado 
formación de callo, perdiendo los tejidos originales su integridad 
estructural; pero no así en los trabajos de Tisserat y Galletta (1987) y 
Vandercook y Tisserat (1989), quienes mantienen en cultivo vesículas 
intactas.
Se ha observado, que para un excelente crecimiento de los callos 
originadas a partir de explantes de distintos tejidos del fruto en 
cítricos (limón, naranja, pomelo, cidro) se requiere la adición de zumo 
de naranja al medio de cultivo basal (Murashige y Tucker, 1969), y esta 
necesidad no puede ser sustituida por reguladores del desarrollo.
Erner et al., (1975) fraccionando el zumo de naranja utilizado 
obtienen una purificación parcial de un compuesto activo, que 
cromatografiado se mueve paralelo al ácido cítrico. Basados en este 
hecho, y usando tejidos de callos subcultivados de albedo de naranja 
Shamouti (Citrus sinensis L. Osbeck) añaden exógenamente ácido cítrico 
-al medio basal y encuentran que éste estimula el crecimiento a niveles 
semejantes (e inclusa mayores, según el tipo de fruto) a los promovidos 
por el zumo de naranja, concluyendo por ello que el efecto estimulador 
del crecimiento por parte del zumo se debe al ácido cítrico contenido en 
él y no a otros compuestos como aminoácidos, ácido málico, azúcares 
(Erner y Reuveni, 1981). Además, y en apoyo de esto, el zumo de cítricos 
de baja acidez como es el de Lima dulce (por lo tanto con poco ácido 
cítrico) estimuló mucho menos que el zumo de naranja normal, disminuyendo 
el crecimiento a casi la mitad.
Por otra parte, en explantes directos de albedo y vesículas de 
cidro, limón, mandarina, y naranja Shamouti, Einset (1978a) observa que 
-éstos san igualmente estimulados en su crecimiento por el zumo utilizado 
(ya sea de naranja de acidez normal como de Lima dulce, que tiene 1/100 
menos cantidad de ácido cítrico para la misma concentración), mientras 
que esa estimulación no aparece cuando se añade al medio ácido cítrica en 
la concentración adecuada, equivalente a la que lleva el zumo de naranja.
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Por ello concluye que este efecto del zumo de naranja se debe a otros 
factores orgánicos presentes en él aparte del cítrico, que sería Incluso 
poco Importante.
Un estudio del mismo autor con varias concentraciones de los 
constituyentes Inorgánicos del medio, así como con varias concentraciones 
de sacarosa (incluida su ausencia), Ginset (1978a), revela también que el 
efecto del zumo tampoco sería debido a componentes inorgánicos o a la 
sacarosa del propio zumo.
Sin embargo, estas conclusiones se han de admitir con cierta 
reserva, pues en un análisis comparativo de estos artículos encontramos 
que los autores trabajan con distintos tejidos y con diferentes tipos de 
frutos en cada caso: albedo y vesículas directamente del fruto, cidro
sobre todo (Einset, 1978a) o bien a partir de callas subcultivadas. ,de 
albedo de naranja Shamoutl (Erner et al., 1975, 1981).
Por otra parte, Murashige y Tucker (1969), encuentran que en los 
repetidos subcultivos, los explantes pierden su potencial de crecimiento 
y llegan a hacerse dependientes del aporte externo de zumo, excepto para 
los explantes de callos procedentes de limón, los cuales conservan ..su 
capacidad de crecimiento sin la adición de zumo.
OBJETIVOS
La mayaría de los trabajos sobre cultivo Min vitro" realizados 
con explantes de tejidos de frutos de cítricos se refieren sobre todo a 
limón y a naranja de la variedad israelí Shamouti y algunos a lima, 
cidro, pomelo y naranja variedad Valencia.
En cambio, tan solo algún trabajo hace referencia a las naranjas 
del grupo "navel", al que pertenece la variedad Vashington JTavel, de gran 
importancia económica en la Comunidad Valenciana, tanto por el volumen de 
producción y exportación como por la extensión del terreno dedicado a
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este cultivo; lo que le sitúa como uno de los principales recursos 
económicos agrarios.
Por ello, y eos» base a posteriores estudios de investigación 
sobre la fisiología y bioquímica de la formación de frutos, cuajado y
■ desarrollo, creemos necesario profundizar en el conocimiento sobre el 
cultivo "in vitro" de frutos Washington Navel. Adicionalmente, estos 
estudios posibilitarían investigar más tarde en la mejora de la variedad.
Así pues, el objetivo general del presente trabajo ha sido el 
estudio del comportamiento Min vitro” de explantes de tejidos del fruto
■ de naranja dulce Citrus sinensís L. Osbeck variedad Washington Navel. 
Este estudio se completa comparándolo con la respuesta ”in vitro” de 
frutas en tres tipos de mandarinas cultivadas en la Comunidad Valenciana:
‘ Citrus unshiu Marc. (Mandarina Satsuma) y Citrus reticulata Blanco 
(variedades Clementina Fina y Mandarina Oroval).
Para desarrollar este estudio, se han de establecer los 
requerimientos nutricionales de esta variedad de naranjo, y en concreto 
de aquéllos que controlan el crecimiento o tipo de respuesta que ofrecen 
los distintos tejidos del fruto.
Más en concreto, en base al objetivo general, y tomando como 
referencia los trabajos anteriormente citados para otras especies y 
variedades de cítricos, esta Tesis Doctoral se desarrollará sobre dos 
objetivos centrales:
1) Estudio del efecto del zumo de naranja y el de otros cítricas 
sobre la estimulación del crecimiento de los callos formados en cultivo 
de tejidos del fruto W. Navel (albedo principalmente), y su pasible 
sustitución por compuestos del zumo (ácidos orgánicos, como cítrico,
"málico; vitamina C, sola o en interacción con los anteriores, 
Aminoácidos) o por diferentes elementos del medio de cultivo base 
utilizado (azúcares, calcio, balance hormonal auxinas/citoquininas).
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2) Estudio del comportamiento "in vitro" de los tejidos del 
fruta V. Eavel (albedo y vesículas esencialmente) a lo largo del 
desarollo del fruto y para dos tipos distintos de parcela (en función del 
origen del árbol). Este estudio se evaluará comparando la respuesta de 
los dos tejidos al zumo de naranja y al ácido cítrico añadidos al medio 
de cultivo base.
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MATERX ALES Y METODOS

11.1.- LOCALIZACION DE CAMPOS Y VARIEDADES
En los experimentos realizados se han utilizado preferentemente 
frutos procedentes de árboles adultos de naranjo dulce (Citrus sinensis 
L. Qsbeck) cultivar Washington tfavel, Injertados sobre patrón de naranjo 
amargo (Citrus auraatium L.) en parcelas situadas una en Sagunto, partida 
de Gausa y la otra en Almenara (ésta última formada por árboles nucelares 
obtenidos por cultivo "in vitro" para saneamiento frente a algunos 
virus).
En otros ensayos complementarios se ha trabajado con frutas 
procedentes de árboles adultos de Mandarina (Citrus reliculata Blanco) 
cultivar Clementina fina y cultivar Oroval, injertados sobre naranjo 
amargo en parcelas de Valí d'Uixo, y también con Mandarina Satsuma 
i Citrus Unshiu Marcovitch) en parcelas situadas en Sagunto.
11.2.- TOMA DE MUESTRAS. EPOCAS
Los estudios se han llevado a cabo a lo largo de cuatro afíos 
consecutivos," iniciando los cultivos con tejidos procedentes de frutas 
hacia finales del mes de mayo, prolongándose éstos hasta finales de 
septiembre o de octubre según la temporada; fechas entre las cuales los 
frutos presentan un tamaño mínimo a partir del cual es fácil obtener el 
material a sembrar, y por el otro extremo fechas en las cuales el fruto 
ha alcanzado un gran desarrollo y los tejidos, principalmente el albedo, 
no presentan apenas respuesta.
Los cultivos realizados con subcultivos de callos se 
desarrollaron entre noviembre y abril (fechas entre las que transcurre el 
final de crecimiento y la comercialización de ios frutos de una temporada 
y se produce la floración y el cuajado de la-siguiente).
Los frutos recogidos para cultivar tejidos procedentes de ellos 
se mantenían en cámara frigorífica a 4-5’C hasta el momento de la siembra 
en el medio de cultivo preparado, no permaneciendo en esas condiciones 
más de 2-3 días.
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II,3.- ESTERILIZACION DEL MATERIAL
En el trabaja rutinario, el material vegetal (frutos enteros) se 
esterilizó en superficie de la siguiente forma:
En primer lugar se lavan los frutos en agua y limpian con papel 
secante para quitar los restos de polvo, insecticidas, etc., que pudieran 
llevar los frutos. A continuación se sumergen en etanol al 80% durante 2 
minutos; posteriormente, se retira el etanol del vaso de esterilización y 
se sumergen los frutos durante 20 minutos en lejía comercial (hipoclorito 
sódico) diluida a 10 g de C1 activo por litro, más unas gotas:~de 
humectante Tween-20.
Los frutos permanecen completamente sumergidas en el agente 
desinfectante por su propio peso, y cuando esto no fue posible al . ir 
creciendo de tamafio el fruto y disminuir su densidad, se mantenían 
sumergidos con ayuda de unas pinzas estériles para impedir que flotasen.
Acabada la esterilización, los frutos se lavan tres veces en 
agua destilada estéril durante 1, 5 y 5 minutas respectivamente para
eliminar los restos.de lejía, quedando finalmente en una nueva agua 
estéril de la que se recogen para obtener los tejidos a sembrar. Todo el 
proceso de esterilización y lavado se realiza en condiciones estériles en 
cámara de flujo laminar.
El instrumental a utilizar en las siembras de los tejidos, así 
como los medios de cultivo preparados, se esterilizaron por calor húmedo 
en autoclave a 120*C durante 20 minutos.
Aquellos reactivos utilizados a lo largo de este trabajo que no 
resistían las anteriores condiciones de esterilización, como la GAa y el 
ácido ascórbico, fueron esterilizados por filtración a través. . de 
membranas Millipore de 0.2 p de 0 de poro, y. posteriormente añadidos a 
los medios de cultivo ya esterilizados por autoclave y antes de que 
solidificaran, en cámara de flujo laminar en condiciones estériles.
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II .4.- OBTENCION DE LOS TEJIDOS
En las frutas más pequeños can los que se trabajó (10-15 una de 
diámetro) todas las operaciones de corte del tejido correspondiente se 
realizaron con el fruto o las secciones de éste sumergidas en agua 
destilada estéril en una placa petri y en cabina de flujo laminar, 
.. siempre en condiciones estériles.
Esta manera de trabajar se desarrolló así para impedir que en 
: los explantes obtenidos se oxidasen rápidamente los fenoles existentes en 
si estos frutos pequeños, pues ello dificultaba que los cultivos fuesen 
viables. Al realizar los cortes al aire, los explantes obtenidos se 
oscurecían rápidamente y dejaban de ser funcionales. Para los frutos 
mayores de 15-17 mm de diámetro, todas las operaciones de corte y 
obtención de explantes se hacían al aire, pues no presentaban el anterior 
problema.
Los frutos, una vez esterilizados, se cortaron primero en dos 
'mitades, con corte perpendicular al tabique central y después sobre cada 
-una de éstas se realizaron cortes paralelos a la cara de corte obtenida, 
r.para así conseguir secciones de disco con todos los tejidos del fruto.
Sobre estos discos, y en función del tejido a sembrar, se 
realizaron los siguientes cortes (Fig. 3):
- Para cultivo de flavedo o corteza externa, formado por el epicarpo 
y mesocarpo externo, se cortó paralelamente a él, obteniéndose de esta 
forma explantes de alrededor de 15 a 20 mg de peso fresco.
- - ' - Las explantes de vesículas (endocarpo) se obtuvieron también de 
t -igual forma, pero para que éstas no se disgregasen se cortaron unidas a
- Una -pequeña porción de mesocarpo interno o albedo. Estos explantes de 
-vesículas pesaban alrededorrde 25 a 30 mg de peso fresco.
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A: explante de flavedo 
B: " de vesículas
C: " de albedo
FIGURA (3).- Localización en el fruto y forma de los distintos 
explantes utilizados en este trabajo
- Los explantes de albedo (mesocarpo interno), que es la parte más 
blanquecina y de textura esponjosa de la corteza del fruto, se obtuvieron 
de dos maneras distintas en función del tamaño del fruto y de la 
facilidad de trabajar con éste.
Así, para frutos muy pequeños y con poco espesor o anchura de 
albedo, las secciones de este tejido se obtenían con cortes de bisturí, 
resultando de esta manera trozos de tejido de 15 a 20 mg de peso fresca.
En frutos de un tamaño mayor a 20 mm de diámetro, con un albedo 
de espesor o anchura de 3-5 mm y en donde los cortes ya podían realizarse 
al aire, se utilizó un sacabocados de 3 mm de diámetro interior, lo que 
permitía así obtener explantes circulares e idénticos en tamaño, siendo 
el peso fresco de éstos de unos 15 mg.
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II .5.- MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO
II.5.1.- PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO
El medio de cultivo base utilizado (30 mi por frasco) tanto en 
el cultivo de los tejidos obtenidos directamente de los frutos como para 
los subcultivos realizados con los callos procedentes de ellos fue el de 
Hurashige y Tucker (1969) con algunas modificaeiones. Este medio de 
cultivo basal contenía los reactivos que aparecen en la Tabla 4, siendo 
las sales minerales utilizadas las de Murashige y Skoog (1962), a 
excepción del C0CI2. Cuando se estudió el efecto de diferentes 
concentraciones de alguno de los componentes del medio base, este 
'compuesto se omitió al preparar los controles.
Se ha conservado para este medio basal la tiamina HC1 y el mio- 
inositol por ser vitaminas esenciales como factores de crecimiento 
prácticamente en la totalidad de los medias de cultivo "in vitro" de 
tejidos vegetales y, al menos en lo que respecta a cítricos así ha 
quedado demostrado por John V. Einset (1978a). El resto de los 
componentes omitidos en el medio basal, ' según este autor, no son
decisivos en la respuesta de los tejidos con los que trabajamos.
= £ ■ ■
n 7- . ■
^ 7 II.5.2.- CONDICIONES DE. CULTIVO.
Los frascos con los explantes de los distintos tejidos
permanecieron generalmente en condiciones de oscuridad a 28 ± 1*C y, en
los casos en que se especifica, en una cámara de cultivo con un 
fotoperíodo de 16 horas de luz a 3000 luxes proporcionados por tubos 
Fluorescentes de luz fría Gro-Lux, con una temperatura en la cámara de 28 
± 1*C día, 25 ± 1*C noche y una humedad relativa cercana al 55%.
: Los frascos de cultivo utilizados tenían las dimensiones de 60
:--4nm de 0 y 75 mm de alto. La parte superior de éstos se tapaba con una
' lámina de papel de aluminio, suficiente para impedir la entrada de
agentes contaminantes y facilitar el intercambio gaseoso al mismo tiempo.
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TABLA (4). - COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO BASAL: 
S A L E S  M I E E R A L E S
MACROEUTRIEETES COEC. MOLAR mg/1
KEOa 1.88 X 10"2 1900
EIUEOa 2.06 X 10-* 1650
CaCla X 2H20 3.00 X lO"3 440
MgSCU x 7H20 1.50 X 10-3 370
KlfePO* 1.25 X 10"3 170
EazEDTA x 2H20 1. 00 X 10-* 37.3
FeSO-t x 7H20 1.00 X 10-* 27.8
MICROEUTRIEETES
MnSO* x 4H20 9.99 X io-® 22.3
ZnSO* x 7HsO 2.99 X 10-® 8.6
HaBOa 1.00 X 10-* 6.2
KI 5.00 X io-s 0.83
Ea2MoO« x 2H2O 1.00 X 10-® 0.25
CuSO^ x 5H2O 1.00 X lO"7 0.025
REGUL. DEL DESARROLLO
2,4 D 3.00 x 10"® 0.66
Kinetina 10-® 0.21
VITAMIEAS
Tiamina 10
Myo-Inositol 100
FUEETE DE CARBOEO
Sacarosa 5% p/v = 50 g/1
GELIFICAETE .
•
Agar Oxoid 1% p/v = 10 g/1
AJUSTE DE pfl: la disolución preparada se llevó a pH 5.7-5.8 con KOH TE- 
0.1 E ó con HC1 1-0.1 E según los casos, siempre antes de afiadir el agar 
y esterilizar el medio.
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11.6.- PREPARACION Y ALMACENAMIENTO
DE LAS SOLUCIONES
- Para la solución de macronutrientes se preparó un stock de 5 x 
(mg/l> al menos cada semana, por lo que se tomaban de ella 200 mi por 
litro de medio a preparar.
- Para los mlcronutrientes se preparó una solución stock de 100 x
<mg/l), por lo que se tomaban de ella 10 mi para preparar 1 litro de
medio. Al igual que la anterior se conservó en cámara frigorífica a una
temperatura de 4-5* C. Esta solución es estable durante varios meses.
-Los reguladores del desarrolla se preparaban cada uno por separado 
en un stock de 100 x, tomándose por lo tanto también 10 ml/1 de medio a 
preparar; y dado que su uso era frecuente, el almacenamiento en cámara 
frigorífica no excedía del mes.
- Las vitaminas Tiamina-HCl y Mio-inositol, así como la fuente de 
carbono Sacarosa se añadieron directamente del envase cada vez que se 
preparaba el medio de cultivo.
- El agar (Technical n2 3 de Oxoid) se distribuía directamente en los 
frascos de cultivo, en los que se añadían 300 mg de agar para un volumen 
final de 30 mi de medio de cultivo, quedando de esta forma en la 
concentración deseada de 1% p/v.
11.7.- ADICION DE ZUMO DE NARANJA Y DE
OTROS CITRICOS
Uno de los compuestos más utilizado en este trabajo ha sido el 
zumo de diferentes cítricos, y en especial el zumo de naranja ¥. Eavel. 
Este se obtenía exprimiendo naranjas maduras recogidas entre febrero y 
marzo, siempre del mismo grupo de árboles de la parcela de Sagunto.
El zumo así recogido era centrifugado durante 10 minutos a 
15.000 rpm, filtrado, y almacenado en nevera a -20*C hasta el momento de 
ser usado. Previamente a la centrifugación, eran analizados los
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siguientes datos: Z en peso de zumo en los frutos, acidez e índice de 
maduración.
7.1.- Acidez del zumo: se determina por neutralización con NaOH
0. 1JT usando fenalftaleína como indicador. Se expresa en gramos de ácido 
cítrico por 100 mi de zumo.
7.2.- Contenido en sólidos solubles totales del zumo: se obtuvo 
por refractometría. Esta constituido prácticamente por azúcares y ácidos 
orgánicos (en especial ácido cítrico).
El cociente entre el total de sólidos solubles y la acidez se 
denomina índice de madurez.
II.8.- D E T E R M I N A C I O N  DE LA V I T A M I N A  C
DEL ZUMO
La gran mayoría de métodos de ensayo sobre vitamina C (ácido 
ascórbico) están basados en sus propiedades reductoras. El método 
utilizado aquí es el ensayo clásico sobre vitamina C de la AOAC, (Fig. 4) 
en el cual el ácido ascórbico es valorado con 2,6-DCPIP (II).
?-0H ¿ + 
9 °h I 
h  9-----'
HO-<p-H
CH^OII
L o )
9=0 J
H— C----- '-
HO-C— H
THCHiOH
III
C1
+
OHl
NHi
OH
IV
Cl
Ac. Ascórbico 2,6-DCPIP Ac. Deshidro 2,6-DCPIP-H2
ascórbico
FIGURA (4).- Oxidación del ascórbico por el 2,6-DCPIP
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Este colorante es azul en solución alcalina o neutra. La
solución en ácido es rosa y es reducido a forma leuco de muy poco color
(IV). El ácido ascórbico (I) es oxidado cuantitativamente en el proceso a
ácido deshidroascórbico (III).
Este método se ha utilizado tanto para la determinación de la 
cantidad de ácido ascórbico presente en el zumo de naranja utilizado como 
para los cultivos en los que se estudia el efecto de la oxidación del 
ascórbico del zumo ensayado y su posible sustitución por vitamina C 
exógena.
II.9.- CULTIVO DE LOS EXPLANTES
Los explantes obtenidos de los distintos tejidos a sembrar se 
dispusieron sobre la superficie del medio de cultivo solidificado de la 
siguiente forma:
- Explantes de flavedo: se sembraron con la superficie externa de la 
‘corteza del fruto al aire, y en contacto con el medio sólido la parte
interna del explante, que corresponde al mesocarpo externo.
- Explantes de vesículas (endocarpo): éstos se colocaron tanto en 
posición horizontal sobre el medio sólido como perpendiculares; en este 
último caso apoyados en el medio sólido por el extremo de pequeña porción 
de albedo que mantenía unidas las vesículas.
- Explantes de albedo: se sembró indistintamente una de las dos caras 
sobre el medio de cultivo, puesto que ambas son histológicamente iguales 
conforme se obtuvieron los tejidas.
Después de cada siembra, se pesaron réplicas de los explantes 
cultivados, para conocer el peso fresco medio inicial representativo de 
los sembrados directamente en el medio.
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11.10.- D I SE HO  E X P E R I M E N T A L
El origen del material vegetal sobre el que se han desarrollado 
los experimentos "in vitro" es doble:
- por una parte se han sembrado explantes procedentes directamente de 
frutos recogidos del árbol; frutos en fase de crecimiento desde 1 cm de 
diámetro hasta los 5-6 cm. Los explantes corresponden a estos tejidos: 
flavedo, vesículas y sobre todo albedo.
- el otro tipo de estudio (de mucha menor envergadura) se ha 
desarrollado subcultivando secciones de callos obtenidos a partir de 
albedo, que es el tejido que mayor respuesta uniforme presenta, al ser 
únicamente albedo el tejido sembrado que dió origen al callo.
- Para cada tratamiento se sembraron 5 frascos de cultivo y en cada 
uno de ellos se colocaron 4 explantes (Fig. 5), distribuidos de manera 
simétrica sobre la superficie del medio de cultivo, por lo que se trabajó 
con 20 explantes por cada tratamiento.
trascol frasco2 frasco 3 frasco 4 frasco 5
FIGURA (5).- Esquema de distribución de los explantes
Explantes con distinto número proceden de frutos diferentes
- De cada fruto se obtuvieron 5 explantes, que se sembraron en 
frascos distintos, de modo que de los 4 explantes sembrados en cada 
frasco de cultivo, cada uno de ellos procedía de un fruto distinto, y 
esta situación se repetía en cada uno de los 5 frascos del tratamiento. 
De esta forma se podía conocer o controlar si la respuesta del tejido
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sembrado era consecuencia del medio de cultivo o tenía también influencia 
el fruto de procedencia del explante.
11.11.- MEOIDAS DE CRECIMIENTO
Las medidas de crecimiento realizadas para cada uno de los 
tratamientos estudiados se tomaron a las 6 semanas de cultivo, tanto para 
los explantes procedentes de fruto como para los procedentes de 
subcultivos con callos.
En cada apartado estudiado se anotó:
- peso fresco de los callos, en mg (media ± ES)
- peso seco, medido a las 48 h de poner los callos formados en 
estufa a 60* C
- callos formados, expresado como frecuencias de callos formados 
(% de callos ± ES)
- factores cualitativas (textura, color, friabilidad) de los 
callos
En cada uno de los estudios llevados a cabo en este trabajo, al 
final de la tabla de % de callos formados, se anota la fecha de cultiva y 
el tamafio o estado de desarrollo de los frutas, con el fin de poder 
comparar cada respuesta obtenida con el tamafio del fruto recogido.
En cada uno de los epígrafes de los resultados se Índica el 
efecto estudiado en ese apartado, así como el tipo de explante sobre el 
que se realiza el estudio y parcela a la que pertenece.
El índice de crecimiento, que aparece en algunas secciones y 
tablas de este trabajo, se calcula como sigue:
peso fresca final del callo 
peso fresco inicial del explante
Las medidas de los factores cualitativos se realizan en base a 
unos valores arbitrarios y subjetivos, como son:
Textura: callos compactos o de tipo granuloso
Calor: callos blancas, blanco-amarillentos, marrón claro/oscuro
Friabilidad: callos duros, friables, muy friables.
Estos factores cualitativas adquieren poca relevancia en los 
resultados obtenidos, por lo que sólo se comentan en aquéllas 
tratamientos en los que puedan aportan algún dato importante.
Por otra parte, y dado que las medidas en peso seco guardan 
completa relación con las-de peso fresco, aquéllas no se exponen para no 
repetir cualitativamente resultados. De esta manera, dos son las medidas 
de crecimiento o variables que aparecen en todos los estudios realizados: 
peso fresco de los callos formados y porcentaje de éstos.
11,12.- PRESENTACION DE LOS RESULTADOS.
TRATAMIENTO ESTADISTICO
Los resultados obtenidos se representan de dos formas:
1.- Por una parte, mediante tablas se expresa el porcentaje de 
callos formados sobre el número de explantes sembrados en cada cultivo. 
Los resultados aparecen como frecuencias (%) ± ES. Este error estándar se 
calcula como sigue:
ES: <Yp(l-p)/n) x 100
siendo p: el n2 de callos formados/n y 
n: el n2 de explantes sembrados.
Cuando se produjo contaminación, como en algunos cultivos de 
flavedo, el porcentaje de callos que se da se calcula sobre el n2 de 
explantes que no se contaminaron.
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2.- Por otra parte, mediante gráficas se representa el 
crecimiento medio en mg de peso fresco de los callos formados, no 
utilizando para estos cálculos los pesos de los explantes que han 
permanecido inactivos o se contaminaron.
El análisis estadístico utilizado para el estudio de esta 
respuesta de crecimiento ha sido el test t de Student para comparación de 
medias. El nivel de significación can el que se ha trabajada ha sido del 
95% de probabilidad.
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RESULTADOS

III. 1.- EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO 
EN W A SHINTON NAVEL
III.1.1.- EFECTO DEL CULTIVO El LUZ. IZJL OSCURIDAD
Estudiamos primero el comportamiento "in vitro" de los tejidos 
albedo y flavedo de frutos V. Havel de la parcela de Sagunto en dos 
medios de cultivo distintos (basal y con zumo de naranja al 15%) y bajo 
dos diferentes condiciones de iluminación: en oscuridad continua a
temperatura de 28 ± 1#C, o con un fotoperíodo de 16 horas luz (3000 
luxes) y 8 horas oscuridad y una temperatura de 28 ± 1*C en luz y 25 ± 
1*C en oscuridad.
De entrada, ha sido difícil poder obtener explantes viables de 
flavedo, pues había que conjugar la suficiente esterilización para evitar 
la contaminación de los cultivos con el hecho de que ese grado de 
esterilización no dañase al tejido, muy sensible en frutos jóvenes.
III.l.l.A.- C u l t i v o  e n  l u z - o s c u r i d a d
La luz impide, salvo en los cultivos de albedo en medio basal, 
el desarrollo de nuevo tejida a partir de los explantes sembrados 
(Tabla 5).
A.1) En medio de cultivo ha gal las explantes de flavedo 
cultivados en fotoperíodo de 16 horas luz no presentan formación de callo 
(Tabla 5a), y el incremento en peso fresco (Fig. 6) es debido a un 
aumento de tamaño como consecuencia de la absorción de nutrientes y agua, 
pero no desarrollan ningún tipo de estructura o tejido nuevo.
La parte superior del explante, donde se sitúa todo el tejido de 
flavedo, presenta el típico color verde de la piel del fruto en 
desarrollo, con un aumento en el tamaño de las glándulas de aceites 
esenciales que en ella hay (Foto A4).
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En cambia, los explantes de albedo llegan a desarrollar casi
todos ellos nuevo tejido en forma de callo (Tabla 5a), aunque éste es
mínimo y generalmente en el centro de la superficie del explante (Foto 
A2), en ocasiones con algunas zonas verdes.
A.2) Cuando los cultivos en luz se realizan con zura da naranja
(Flg. 7) al 15%, los explantes de flavedo ofrecen la misma respuesta que
en medio basal (Tabla 5b): no hay formación de callos, pero aumenta más 
el peso y tamaño del explante sembrado, destacando aún más las glándulas 
de aceites esenciales (Foto A3).
De igual forma, los explantes de albedo cultivados a la luz en 
este medio de cultivo con zumo no presentan ningún tipo de respuesta 
(Tabla 25b), permaneciendo totalmente inactivos, con el mismo tamaño 
inicial y de aspecto blanquecino o a veces necrosado (Foto Al).
III.l.l.B.- C u l t i v o  e n  o s c u r i d a d  c o n t í  n u a
En estas condiciones se forma siempre callo (Tabla 5) y a partir 
de la zona de tejido de albedo, aunque con una morfología distinta según 
el tipo de explante.
Los dos tipos de cultivos (albedo-flavedo) responden de forma 
similar, tanto en el porcentaje de callos formados como en el peso fresco 
de éstos, no encontrándose diferencias significativas entre ellos en los 
dos medios de cultivo ensayados (Figs.. 6 y 7).
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FIGURA (6).- A 1 bedo y flavedo de frutos V. Navel en medio de 
cultivo basal en condiciones de luz-oscuridad y 
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AALBEDO 
ZUMO DE NARANJA 15% 
LUZ/oscuridad
FLAVEDO 
ZUMO DE NARANJA 15% 
LUZ/oscuridad
ALBEDO 
MEDIO BASAL 
LUZ/oscuridad
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FLAVEDO 
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LUZ/oscuridad
ALBEDO 
ZUMO DE NARANJA 15% 
OSCURIDAD
FLAVEDO 
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OSCURIDAD
FOTOS (A y B). - Aspecto de los callos de ai beda y flavedo, formados 
en medio de cultivo basal o con zumo de naranja, 
en condiciones de luz-oscuridad (A) y  oscuridad 
contínua (B)
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B.l) En medio da cultivo h»g«1 (Fig. 6), en tejido de albedo el 
callo se forma alrededor de todo el explante, quedando éste al final en 
el interior de una masa blanquecina o amarillenta de callo, mientras que 
en flavedo casi todo el callo formado se origina a partir de la pequeña 
porción de albedo que le une al medio de cultivo, rodeando a modo de 
anillo el explante original y quedando visible todo el flavedo, que 
conserva todavía algo del color verde inicial.
También en algunas ocasiones, sobre el mismo flavedo han 
aparecido pequeñas formaciones de callo con aspecto de plumón.
El porcentaje de callos formado ha sido muy elevado (90-100%) 
para los dos tejidos (Tabla 25a).
TABLA (5).- Cultiva de albedo j, flavedo de frutos V. ITavel 
con distintos medios, en condiciones de luz- 
oscuridad jr oscuridad continua:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS
%
a)En medio de cultivo b)Con zumo de naranja
basal: V. Navel al 15 %:
LUZ-oscuridad LUZ-oscuridad
Flavedo 0 0 Flavedo 0 0
Albedo 18 90 ± 7 Albedo 0 0
OSCURIDAD OSCURIDAD
Flavedo 20 100 Flavedo 20 100
Albedo 18 90 ± 7 Albedo 16* 100
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: flavedo 25 mg;
albedo 20 mg. 
Fecha de cultivo: 33 semana de junio 
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 32 mm; 16 g
NOTA (*): cuatro explantes contaminados.
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B.2) Al afiadir zu«n de. naranja (Fig. 7) al media, ambos tejidos 
responden muy bien en oscuridad (Foto B), con una gran diferencia frente 
al medio basal en cuanto al peso fresco de los callos formados (Figs. 7 y 
6), y con un porcentaje de callos máximo en ambos tejidos (Tabla 5b).
La formación de los callos en los cultivos de flavedo en este 
tratamiento es bastante similar al descrito anteriormente, con la 
diferencia de que al ser mucho mayor el callo formado el explante de 
flavedo queda casi completamente oculto por el callo blanco, conservando 
aún algo de color verde, pero más oscuro que cuando se sembró (Foto B>._.
En el centro del callo, el explante inicial de flavedo .ha 
aumentado también de tamaño, así como las glándulas de aceites esenciales 
de este tejido.
Los callos de albedo formados en estas condiciones de cultivo 
presentan un color blanquecino y forma redondeada en el centro, con tonas 
amarillentos y forma menos redondeada en la base de contacto con el agar 
(Foto B). . t.=
En definitiva, de los resultados obtenidos, se observa que el 
factor dominante sobre el comportamiento de ambos tejidos ha sido el 
cultivo en luz o en oscuridad, y sólo en este último caso tiene lugar el 
efecto estimulador del zumo de naranja sobre el crecimiento de los 
callos, tanto para albedo como flavedo.
A raíz de estos datos, todos los estudios realizados en el 
presente trabajo se desarrollan en condiciones de oscuridad continua.
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III, 1.2.- EEEdQ DEL ZÜ1D DE TAKAWJA i DEL ACIDQ CIIEICQ
Este estudio se lleva a cabo entre final de julio y principios 
de agosto con frutos de 40-43 mm de diámetro de la parcela de Sagunto. 
Comparamos aquí el efecto del zumo de naranja y del ácido cítrico en 
cultivos directos de albedo y en subcultivos de callos de este tejido.
III.1.2.A.- C u l t i v o  d e  A l b e d o
A. 1).- Con znun ¿a naxania* utilizado entre el 5 y 30%, se 
obtiene un crecimiento en peso fresco en progresivo aumento basta la 
concentración óptima de zumo, que se sitúa sin diferencias significativas 
entre el 15 y 20% de zumo (Fig. 8). Es de destacar que en estas 
concentraciones de zumo el peso fresco de los callos es 10 veces mayor 
que el obtenido en medio sin zumo (1500 mg frente a 150 mg). A partir del 
20% de zumo se produce un descenso en el peso de los callos, siendo nulo 
este crecimiento con el 30% de zumo.
El índice de crecimiento alcanzado en los óptimos de zumo se 
sitúa entre el 66 y 71.6. El porcentaje de callos formados, superior al 
90%, desciende casi a la mitad con el 25% de zumo (Tabla 6), y mucho más 
(al 10%) con el 30% de zumo.
A.2).- La adición al medio basal de ácido cítrico entre 1 y 4
g/1 (rango que abarca el existente en el zumo de naranja) ofrece también
estimulación de crecimiento en peso fresco, pero bastante menor que el 
obtenido al utilizar zumo de naranja.
Así, el mayor peso fresco de los callos formados (cerca de 400 
mg) se alcanza en la concentración de cítrico a 1 g/1 (Fig. 9), y a
partir de aquí se produce un descenso tanto en el porcentaje de callas 
formados como en el peso fresco, siendo nula la respuesta con cítrica a 4 
g/1 (Tabla 6).
El índice de crecimiento máximo alcanzado es de 18; muy por
debajo de los obtenidos con zumo de naranja.
- 67 -
TABLA (6).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
con zumo de naranja de esta variedad, o con ácido 
cítrico:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
<N2) % ± ES <N2) % ± ES
ZUMO DE NARANJA % ACIDO CITRICO g/1
0 20 100 0 20 100
5 20 100 1 20 100
10 20 100 2 16 80 ± 9
15 18 90 ± 7 3 3 15 ± 8
20 19 95 ± 5 4 0 0
25 10 50 ± 11
30 2 10 ± 7
Epoca de cultivo: final de julio-principio de agosto
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrada: 20 mg
Tamaño de los frutos maestreados: 40-43 mm de diámetro (31-38 g de peso)
Cualitativamente, los callos formados presentan las siguientes 
caracterí sticas:
En medio de cultivo basal tienen forma redondeada, englobando 
por completo o en su mayor parte al explante inicial sembrado. El color 
del callo es blanquecino o amarillento en la parte que hace contacto con
el agar y blanco nieve par la parte superior (Fotos C y D, Pag. 63). Los
callas san duros y contactos.
En medio con zumo de naranja (Foto C), a medida que aumenta la 
concentración de éste, la forma del callo va dejando de ser redondeada 
para pasar a tener prolongaciones o protuberancias de color amarillento 
en la zona de contacto con el agar, continuando la parte superior de 
color blanco. En la concentración de 30% de zumo, el aspecto pasa a ser 
muy amarillento, y según la época de siembra, de tonos marrones y algo 
friable.
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FIGURA (8).- Cultivo de albedo x SubcutiYQ. de. callos, de frutos
V. Navel en medio basal con zumo de naranja de esta 
variedad. Cultivo a final de Julio
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CALLOS DE ALBEDO 
HEDIO BASAL
CALLOS DE ALBEDO 
ZUMO DE SARARIA 20%
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FOTOS C y D. - Aspecto de los callos ds. albedo de frutos V. Navel 
en medio de cultivo basal y concentraciones ópti­
mas de zumo de naranja (C) o de Acido cítrico (D).
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Cuando el medio de cultivo lleva Ácido cítrico (Foto D), los 
callas formados mantienen en general la forma redondeada o algo alargada; 
pero presentan aspecto distinto en el color y textura que los anteriores. 
Así, para las concentraciones óptimas de 1 ó 2 g/1 ofrecen un aspecto 
amarillento o marrón muy claro, perdiendo el típico color blanco del 
medio basal. Además, estos callas son de menor dureza, y se hacen más 
friables.
Por otra parte, para las concentraciones de 3 y sobre todo 4 g/1 
de cítrico cuando se forman callos éstos presentan coloración marrón 
claro u oscuro, propia de callas envejecidos, teniendo en ocasiones los 
callos formados un aspecto reseco.
En definitiva, el cultivo "in vitro" de explantes directas de 
albedo procedente de frutos de naranja Citrus slnensis, variedad V. Eavel 
de la parcela de Sagunto con zumo de esta variedad o con ácido cítrico, 
presenta un crecimiento en peso fresca de los callos formados mucho más 
alto que el obtenido en medio basal.
Además, el crecimiento alcanzado con zumo de naranja es bastante 
mayor (del orden de 4 veces más) que el obtenido con ácido cítrico, 
existiendo para ambos casos unas concentraciones óptimas.
En base a estas diferencias de crecimiento encontradas con zumo 
y con cítrico para explantes directos de albedo, nos planteamos un 
estudio comparativo con callos de albedo varias veces subcultivados.
III. 1.2. B. - S u b c u l  t i v o  d e  C a l l o s
El cultivo de callos procedentes de albedo de frutos V. Eavel 
subcultivados durante dos años presenta con zumo de naranja la misma 
pauta de respuesta observada para cultivo de albedo, y algo distinta al 
utilizar ácido cítrico. El porcentaje de callos ha sido del 100% salvo 
para las concentraciones más altas de ambos compuestos (Tabla 7).
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Con zuño de naranja, el crecimiento en peso fresco de los callos 
presenta un óptimo de respuesta en zumo al 15% (Fig. 8), disminuyendo 
progresivamente a partir de esta concentración. Por otra parte, este 
valor de máximo crecimiento esta muy próximo al alcanzado en cultivo de 
albedo. El índice de crecimiento se sitúa en el valor de 66.6.
Con ácido cítrico, el mayor crecimiento en peso fresco se 
obtiene con 2 g/1 (Fig. 9); y el índice de crecimiento alcanzado es de
27.3, mucho más alto que el obtenido en cultivos directos de albedo, con 
crecimiento máximo a 1 g/1 de cítrico.
TABLA (7).- Subcultivo de callos de aibedo de frutos V. Navel 
en medio basal más zumo de naranja de esta 
variedad, o con ácido cítrico, a finales de julio:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2) % ± ES <N2> % ± ES
ZUMO DE NARANJA % ACIDO CITRICO ff/1
0 20 100 0 20 100
5 20 100 1 20 100
10 20 100 2 20 100
15 20 100 3 20 100
20 20 100 4 14 70 ± 10
25 20 100
30 16 80 ± 9
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Origen de los callos: de albedo subcultivado durante dos afios
Los callos formados en estos subcultivos de callos de albedo 
presentan en general color blanco o.blanquecino cuando son cultivados con 
zumo de naranja. La forma es menos redondeada que la de los obtenidos 
directamente de explantes de albedo; son más alargados, de menor volumen 
y a veces con más prolongaciones laterales.
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Cuando el cultivo se realiza con ácido cítrico a 1 y 2 g/1 
presentan aspecto amarillento o marrón claro, siendo más friables. A 
concentraciones Inhibidoras de zumo o de cítrico, cuando se forman 
callos, éstos presentan color marrón oscura y aspecto reseco.
Vemos pues que tanto el cultivo de espiantes de albedo de frutos
V. Navel como el subcultlvo de callos de este mismo tejido presentan una 
¡ distinta estimulación del crecimiento con zumo de naranja <Fig. 8) que 
con ácido cítrica <Fig. 9); y aunque ambos compuestos mejoran el 
crecimiento alcanzado en medio basal, el obtenido con cítrico no 
sustituye en ningún momento el logrado con zumo, quedando muy por debajo.
En subcultlvo de callos, aunque las diferencias de crecimiento 
obtenidas con los dos tipos de medios son menores, continúa obteniéndose 
el doble de crecimiento con zumo de naranja que con ácido cítrico.
En general, el mayor peso fresco alcanzado con ácido cítrico a 1
ó 2 g/1 está en línea del obtenido con zumo de naranja entre 5% y 10%.
Pero mientras que con cítrico a 1 ó 2 g/1 se ha alcanzado el máximo
crecimiento, con zumo de naranja al 10% (que presenta alrededor de 1 g de 
cítrico) todavía no se ha llegado al nivel máximo de respuesta, que viene 
a situarse entre el 15% y 20% de zumo y con un peso fresco en general de 
3 a 5 veces mayor que el logrado en el óptimo de cítrico.
Dado el gran crecimiento en peso fresco alcanzado por los callos
de albedo de frutos Washington Jfavel cultivados con zumo de naranja de la 
misma variedad, nos planteamos si el zumo de frutos maduros de otros 
cítricos de acidez semejante (mandarinas), o mucho más ácido (limón), 
ejercía o no el mismo tipo de estimulación y a qué nivel. Para ello
realizamos el siguiente experimento.
III.1.3.- EFECTO DE d if kr k i t k s SEBOS
Estudiamos aquí el comportamiento "in vitro" del albedo de 
frutos V. Eavel de la parcela de Sagunto con diferentes zumos de cítricos 
en dos fechas de cultivo: principio de agosto y mitad de septiembre. Los 
distintos zumos ensayados (de V. líave1, de satsuma, de clementina fina, 
de oroval y de limón) se obtuvieron de frutos ya maduros (Tabla 8).
TABLA (8).- Características de los zumos utilizadas, corres­
pondientes a frutos maduros:
TIPO DE. ZUMO % DE. ZUMO ACIDEZ, (g/100 cc) IITDICE MADUREZ
V. navel 48 0.9 - 1.0 12 - 13
Oroval 44 0.78 14
Clem. fina 50 0.98 13
Satsuma 49 0.89 13
Limón 45 5.10 1.6
III. 1.3. A.- Z u m o  d e n a r a n i a  y m a n d a r  i ñ a s
El albedo de frutos de V. Eavel cultivado en medio de Murashige 
y Tucfcer con los distintos zumos arriba indicados presenta la siguiente 
respuesta:
A.l).- En la primera fecha, inicio de agosto (Fig. 10), con frutos de 
4.3 cm de diámetro, el mayor crecimiento en peso fresco de los callos 
formados se obtiene con 20% de zumo de cualquiera de las variedades 
(excepto con zumo de satsuma, donde no difiere sijgnificativamente del 15% 
de zumo). Destaca, aunque no significativamente, el peso fresco alcanzado 
con zumo de clementina fina.
Para el resto de concentraciones (excepto zumo de clementina 
oroval al 30%) el crecimiento en peso y porcentaje de callos formados es 
muy semejante entre los distintos zumos, sin diferencias significativas.
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(10).- Cultivo de albedo de frutos V. navel a principio 
de. agosto en medio basal + zumo de diferentes 
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El porcentaje de callos formados en esta primera fecha de 
cultivo (Tabla 9a) está casi siempre entre el 90 y el 100% para todos los 
zumos ensayadas, salvo con el 30% de zumo, donde se forman muy pocos 
callos, (excepto de nuevo cuando se utiliza zumo de oroval).
A.2).- En la segunda fecha de cultivo (Fig. 11), con albedo de frutos 
de mitad de septiembre, 5.1 cm de diámetro, el mayor crecimiento en peso 
fresco de los callos formados se obtiene con el 15 y 20% de zumo, (además 
del 10% con zumo de clementina fina) sin diferencias significativas entre 
los cuatro tipos de zumo. Con el 30% de zumo hay inhibición del 
crecimiento, mucho menor de nuevo con zumo de oroval.
En general, las pesos obtenidos con el 20% de zumo en esta fecha 
son menores significativamente a los hallados en el anterior cultivo, 
mientras que con el 15% de zumo son muy semejantes en ambas fechas. Vemos 
pues que conforme crecen los frutos, concentraciones de zumo que antes 
estimulaban pueden pasar a ser saturantes y disminuir su efecto sobre-el 
crecimiento de los callos.
El porcentaje de callos formados en estos cultivos (Tabla 9b); es 
bastante menor que el obtenido a principios de agosto, situándose en 
general entre el 50-75%, descendiendo en algunos casos al 40% de callos y 
siendo casi nulo con el 30% de zumo, (excepto oroval).
El elevado crecimiento en peso encontrado con zumo de clementina 
fina para el óptimo de zumo en agosto, y sobre todo la menor inhibición 
del crecimiento en % de callos y peso de éstos alcanzada con zumo de 
oroval al 30% parece estar estrechamente relacionado con la acidez del 
zumo. Así la menor acidez del zumo de oroval hace que a 30% de zumo éste 
no llegue a inhibir tanto como los otros zumos a la misma concentración, 
por ser más ácidos.
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TABLA (9).- Cultivo de albedo de frutos V. navel en dos fechas 
distintas en medio basal + zumo de diferentes 
cítríeos:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2) % ± ES (N2) % ± ES
a) Cultivo principio de agosto
ZUMO DE 0 % 20 100 ZUMO DE 0 % 20 100
OROVAL 5 20 100 SATSUMA 5 18 90 ± 7
10 18 90 ± 7 10 20 100
15 19 95 ± 5 15 20 100
20 19 95 ± 5 20 18 90 ± 7
30 12 60 ± 11 30 4 20 ± 9
ZUMO CLE- 0 % 20 100 ZUMO DE 0 % 20 100
MENT. FINA 5 20 100 V. NAVEL 5 19 95 ± 5
10 20 100 10 18 90 ± 7
15 19 95 ± 5 15 19 95 ± 5
20 15 75 ± 10 20 18 90 ± 7
30 4 20 ± 9 30 4 20 ± 9
b) Cultivo a mitad de septiembre
ZUMO DE 0 % 14 70 ± 10 ZUMO DE 0 % 14 70 ± 10
OROVAL 5 15 75 ± 10 SATSUMA 5 12 60 ± 11
10 11 55 ± 11 10 10 50 ± 11
15 8 40 ± 11 15 12 60 ± 11
20 10 50 ± 11 20 8 40 ± 11
30 5 25 ± 10 30 2 10 ± 7
ZUMO CLE- 0 % 14 70 ± 10 ZUMO DE 0 % 14 70 ± 10
MENT. FINA 5 15 75 ± 10 NAVEL 5 9 45 ± 11
10 15 75 ± 10 10 12 60 ± 11
15 10 50 ± 11 15 9 45 ± 11
20 12 60 ± 11 20 8 40 ± 11
30 0 0 30 2 10 ± 7
12 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Tamaño de los frutos sembrados: a princ. de agosto, 0: 43 mm; peso: 38 g
a mitad de septb., 0: 51 mm; peso: 61 g
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Puesta que la acidez del zumo es debida casi por completo al 
ácido cítrico, esto podría apoyar la hipótesis de que el principal 
responsable de la estimulación ejercida por el zumo fuese el cítrico; 
pero no le sustituye en su acción, a la vista de los resultados logrados.
III. 1. 3. B.- Z u m o  d e  l i m ó n
El comportamiento del albedo cultivado con zumo de limón es en 
parte distinto al encontrado cuando los medios de cultivo llevan zumo de 
naranja o de mandarina.
Así, el mayor peso fresco para los cultivos de las dos fechas, 
se alcanza en la concentración de 3% de zumo de limón (Fig. 12), muy 
desplazada de la concentración óptima encontrada con zumo de naranja y 
mandarinas (Figs. 10 y 11).
TABLA (10).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en dos fechas 
distintas en medio basal + zumo de limón:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
<N2) % ± ES <N2) % ± ES
Cultivo a principio de agosta Cultivo a mitad de septiembre
ZUMO DE LIMON % ZUMO DE LIMON %
0 20 100 0 20 100
3 20 100 1.5 16 80 ± 9
6 20 100 3 20 100
9 5 25 ± 10 6 1 5 ± 5
2 0 0 8 0 0
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Tamaño de los frutos sembrados: a princ. de agosto, 0: 43 mm; peso: 38 g
a mitad de septb., 0: 51 mm; peso: 61 g
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FIGURA (12).- Cultivo de a l bedo de frutos V. Navel en dos fechas 
distintas en medio basal + zumo de limón
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Además, en los cultivos de agosto, este peso de los callas 
formadas en la concentración óptima de zumo de limón queda 
significativamente por debajo de los obtenidos en el óptimo de zumo de 
naranja. En cambio, los cultivos' de septiembre no presentan diferencias 
en peso con los alcanzados en los óptimos de los distintos zumos para 
esta fecha.
El porcentaje de callos formados en las dos fechas (Tabla 10), 
es máximo en todo el rango que va desde el medio basal hasta la 
concentración de 6% de zumo en agosto, y la de 3% de zumo en septiembre, 
descendiendo ya a valores muy bajos a partir de estas concentraciones de 
zumo.
El comportamiento obtenido con zumo de limón para tejido de 
albedo, distinto a cuando se utilizan zumos de naranja o mandarinas, 
sobre todo en lo que se refiere a la concentración de zumo óptima, se 
debe principalmente a la gran diferencia de acidez encontrada entre estos 
zumos. Al ser mucho más ácido el zumo de limón (cerca de 5 veces más), el 
óptimo de este zumo para un gran crecimiento de los callos va a ser mucho 
menor que el de zumo de naranja. Así, mientras para zumo de limón hemos 
encontrado el óptimo en el 3% de zumo, para zumo de naranja o mandarinas
éste se encuentra entre el 15 y 20%.
La mayor acidez del zumo de limón representa también cerca de 5 
veces más ácido cítrico que el de naranja (una media de 54 g/1 frente a 
9.9 g/1). Esto apoya la gran importancia que el cítrico puede tener en la 
estimulación del crecimiento ejercida por el zumo, pero no es el 
responsable absoluto.
Otros factores podrían estar implicados: estado de desarrollo 
del fruto del que se obtiene el tejido, tipo de parcela, tipa de tejido 
sobre el que se hace el estudio, amén de otros componentes del propio
zumo. En base a estas consideraciones, llevamos a cabo los siguientes
ensayos con diferentes elementos del zumo de naranja
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III.1.4.- EFECTO m  AGIDOS ORGANICOS I ASCQRBICQ
Se ha estudiada el efecto de varios ácidos orgánicos (cítrico, 
málico y a-cetoglutárico) solos y en interacción con el ácido ascórbico 
(vitamina C), también utilizado sólo. De esta forma se comprueba si la 
adición al medio de cultivo de estos compuestos (presentes en el zumo o 
relacionados con el ciclo de Krebs) sustituye o no el efecto del zumo.
III. 1.4. A.- Cítrico  ~ a s c ó r b i c o
Estos cultivos se han llevado a cabo con frutos de la parcela 
núcela de Almenara, diferente a la de Sagunto.
A. 1.- Cultivo de albedo: la adición de ascórbico entre 1 y 100 
mg/1 al medio de cultivo basal no modifica significativamente el 
crecimiento alcanzado en ese medio. El tejido responde en esencia a la 
concentración de cítrico existente en el medio y a la época en la que se 
realiza el cultivo, y sobre esta respuesta al ácido cítrico aparecen 
algunas diferencias en función de la concentración de ascórbico presente.
A.1.1) En los cultivos realizados a principio de Junio se 
observa que el mayor peso fresco de los callos formados aparece para 2 
g/1 de cítrico y con diferencias significativas sobre el resto de 
concentraciones ensayadas (Fig. 13).
La adición de ácido ascórbico prácticamente no afecta el 
crecimiento obtenido con sólo cítrico, siendo significativamente menor 
tan solo el crecimiento alcanzado con cítrico 2 g/1 y ascórbico 1 mg/1.
En ningún caso, incluida la concentración óptima de cítrico 
(sólo o con ascórbico), se obtiene crecimiento de los callos en peso 
fresco próximo al encontrado en las concentraciones óptimas de zumo en 
fechas cercanas a ésta (ver figura 51).
El porcentaje de callos formadas en general ha sido superior al 
80%, y solo baja de este valor en la concentración de 3 g/1 de cítrico en 
interacción con el ascórbico (Tabla 11).
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TABLA (11).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
con ácido CITRICO y con ácido ASCORBICO, solos o en 
interacción; a principio ds. lunio:
ACIDO CITRICO (g/1)
mg/1
A
C 0
I __
D
0 1
A 
S 
C 
0 
R
B _
I
C 100 
0 __
10
50
0 1 2 3 1
1 CALLOS FORMADOS CALLOS FORMADOS CALLOS FORMADOS CALLOS FORMADOS 1
1 (12) % ± ES (JT2) % ± ES (N2) % ± ES (JT2) % ± ESI
1 20 100 17 85 ± 8 17 85 ± 8 18 90 ± 71
1 20 100 16* 100 18 90 ± 7 13 65 ± 111
1 19 95 ± 5 20 100 19 95 ± 5 16 80 ± 91
1 20 100 20 100 20 100 17 85 ± 81
1 18 90 7 16* 100 19 95 ± 5 15 75 ± 101
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg 
R2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Tamaño de los frutos sembrados: 0: 30 mm; peso: 14.2 g 
*: 4 contaminados.
A.1.2) En cultivos a principio de Agosto, el mayor crecimiento 
en peso fresco aparece con cítrico a 1 g/1, con diferencias 
significativas respecto de las restantes concentraciones (Fig. 14). Con 3 
g/1 de cítrico, al igual que antes, disminuye bastante este crecimiento.
Solo la adición de ácido ascórbico a 100 mg/1 mejora de manera 
significativa el peso fresco obtenido con cítrico a 1 g/1; mientras que 
la concentración de 10 mg/1 reduce el obtenido para cítrico a 2 g/1.
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El porcentaje de callos formado es máximo hasta 2 g/1 de 
cítrico, disminuyendo algo con la adición de ascórbico (Tabla 12). Para 3 
g/1 de ácido cítrico, el porcentaje es menor (75%), y baja hasta el 20 y 
30% cuando se adiciona al medio ascórbico.
Tampoco aquí cítrico y ascórbico solos o en interacción 
sustituyen o se aproximan a la respuesta en peso fresco de los callos 
formados en cultivos de este mes llevados a cabo can zumo de naranja.
TABLA (12).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
con ácido CITRICO y  con ácido ASCORBICO, solos o en 
interacción; a principio ds. agosta:
ACIDO CITRICO (g/1)
mg/1
A
C 0
I __
D
0 1
A
S 10 
C ___
0
R 50 
B ___
1
C 100 
0 ____
0 1 2 3
1 CALLOS FORMADOS CALLOS FORMADOS CALLOS FORMADOS CALLOS FORMADOS 1
1 (JT2) % ± ES (K2) % ± ES (JT2) % ± ES (M2) % ± ESI
1 20 100 16* 100 20 100 12* 75 ± 101
1 19 95 ± 5 17 85 ± 8 16 80 ± 9 6 30 ± 101
1 19 95 ± 5 18 90 ± 7 13* 75 ± 10 11 55 ± 111
1 20 100 18 90 ± 7 16 80 ± 9 6 30 ± 101
1 16 80 9 18 90 ± 7 16 80 ± 9 4 20 ± 91
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
R2 de explantes sembradas por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos sembrados: 0: 53.6 mm; peso: 69.7 g
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A.2.- Cultivo de vesículas: al igual que en albedo, la adición
de ascórbico entre 1 y 100 mg/1 al medio basal no modifica el crecimiento
de los callos de vesículas, dependiendo también aquí la respuesta de la 
concentración de ácido cítrico. Así, el mayor crecimiento en peso fresco 
(Fig. 15) se alcanza sin diferencia significativa con cítrico a 2 y 3 
É f /1.
Este comportamiento contrasta con el obtenido en estas fechas 
para albedo, donde a final de julio (Fig. 14, eje de ordenadas a mitad de 
escala que en Fig. 15) el mayor peso de los callos se alcanza con cítrico 
a 1 g/1, y con crecimiento mucho menor.
Los callos formadas a partir del explante de vesículas (Foto E) 
presentan un aspecto en parte semejante al de callas originados
exclusivamente a partir de albedo (Foto A). Estos callos de vesículas se
forman principalmente en la base de las vesículas, en la zona de
insercción de éstas con la pequeña capa de células de albedo que las 
mantiene unidas.
En los cultivos procedentes de vesículas, además de un gran
callo aparece también algunas de las vesículas sembradas inicialmente, 
con la forma original pero con un tamaño mayor, engrosadas, duras y de 
aspecto opaco; de color amarillento y con secciones de callo blanco en 
zonas básales y en el extremo distal (Foto E).
Estos cultivos de vesículas con ácido cítrico a 2 g/1 (Fig. 15) 
presentan un crecimiento en peso mucho mayor que el de albedo con cítrico
(Figs. 14 y 13). Esto supone que los dos tipos de tejidos reponden de
manera distinta en un mismo medio de cultivo (cítrico en este caso), por 
‘ lo que la comparación entre efecto del zumo y su posible sustitución por 
el cítrica se ha de realizar sobre un mismo tipo de tejido, y no entre 
tejidos diferentes.
Por otra parte, y como veremos más adelante, el origen de los 
frutos (o tipo de parcela) también va a ser decisivo sobre el crecimiento 
de los callos formados en los dos tejidos con zumo y con cítrico.
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FOTO (E>.- Aspecto de callo formado a partir de vesículas.
Aparecen también vesículas del tejido inicial, con 
callo formado en diferentes zonas de éstas.
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_C:
mayor crecimiento en peso fresca con cítrico a 2 g/1 (Fig. 16), óptimo de
cítrico para callos subcultivados de albedo (Fig. 9).
La adición de ascórbico al medio de cultivo sólo produce 
variación significativa en el crecimiento para cítrico a 3 g/1 con 
ascórbico a 50 mg/1 y 100 mg/1, disminuyendo el peso fresco (Fig. 16). El
porcentaje de callos en estos subcultivos ha sido del 100% (Tabla 14).
Como puede observarse al comparar con la gráfica correspondiente 
al estudio realizado con zumo (ver figura 6), tampoco en este caso el 
cítrico y el ascórbico solos o en combinación sustituyen el efecto del 
zumo de naranja en el crecimiento en peso fresco de los callos formados.
TABLA (14).- Subcultlvo de callos de albedo de frutos V. Navel 
en medio basal con ácido CITRICO y  con ASCORBICO, 
solos o en interacción:
A£I£Q CITRICO (g/1)
mg/1
A
C 0
I ___
D
0 1
A
S 10
C ___
0
S 50
B ___
I
C 100 
0 ____
0 1 2 3 1
1 CALLOS 
1 (R2)
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(R2>
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS 
(JT2 )
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS 
(JT2 )
FORMADOS1 
% ± ESI
1 20 100 20 100 20 100 20 100 1
1 20 100 20 100 20 100 20 100 1
1 20 100 20 100 20 100 20 100 1
1 20 100 20 100 20 100 20 100 1
1 20 100 20 100 20 100 20 100 1
Peso fresco del explante sembrada: 20 mg 
JT2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Origen de los explantes: de albedo subcultivado durante dos años
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El porcentaje de callos formados en todos los cultivos de 
vesículas vuelve a ser del 100% (Tabla 13).
TABLA (13).- Cultivo de vesículas de frutos V. Kavel en medio
basal con ácido CITRICO y con ácido ASCORBICO, so­
los o en interacción; a últimos dSL julio:
ACIDQ CUSICQ íglll
mg/1
A
C 0
I __
D
0 1
A
S 10
C __
0
R 50
B __
I
C 100 
0 ___
Peso fresco del explante sembrado: 25 mg 
E2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Tamaño de los frutos sembrados: 0: 52 mm; peso: 57.9 g 
*: cuatro explantes contaminados
A.3.- Subcultlvo de callos: la ampliación del estudio del efecto 
cítrico/ ascórbico a explantes procedentes de callos de albedo de V. 
Ravel subcultivados durante al menos dos afíos presenta una respuesta en 
parte similar a las anteriores.
Así, los cultivos también responden en esencia a la 
concentración de ácido cítrico presente en el medio, obteniéndose aquí el
t 0 1 1  1 2  1 3  1 
1 1 1 1 .1
1 CALLOS 
1 (R2)
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(JT2)
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(E2>
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(N2>
FORMADOS1 
% ± ESI
1 20 100 20 100 20 100 20 100 1
1 20 100 20 100 20 100 16* 100 1
1 20 100 20 100 16* 100 20 100 1
1 20 100 16* 100 20 100 20 100 1
1 20 100 20 100 16* 100 20 100 1
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Enlazando con todo lo anterior, también se ha estudiado el 
comportamiento del albedo de frutos V. Navel de la parcela de Sagunto 
para otros dos ácidos orgánicos (a-cetoglutárico, Pm 146 y málico, Pm 
134), que intervienen en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo de 
Krebs) o forman parte del zumo como el cítrico (Pm 192). Estudiamos su 
efecto sobre el crecimiento cuando se añaden solos o en combinación con 
distintas concentraciones de la vitamina C.
De esta forma podemos comprobar si el crecimiento en estos 
medios es semejante o distinto al obtenido en las mismas fechas con ácido 
cítrico, e incluso, si pueden sustituir el gran efecto estimulador del 
zumo de naranja.
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Otros estudias anteriores (Erner y Reuveni, 1981) con ácido
málico a concentración existente en el zumo de naranja (una media de 2.0 
g/1) no dieron crecimiento, y sí en cambio cuando se añadía una cantidad 
10 veces mayor, por lo que optamos a elevar su concentración en los
mismos valores ensayados antes con cítrico: 0, 5.2 mK, 10.4 mM, 15.5 mM; 
que se corresponden con: 0, 1, 2, y 3 g de cítrico por litro de medio.
III. 1.4.B.- Mál.lcQ -  As có rbi co
En la Figura 17 se observa el efecto del ácido málico sólo y
junto al ácido ascórbico. A medida que aumenta la concentración de málico
en el medio de cultivo aumenta también progresivamente el crecimiento de 
los callos en peso fresco, con diferencias significativas ya en 10.4 mM 
(1.4 g/1 de ác. málico).
La incorporación adicional de ácido ascórbico al medio sólo
mejora significativamente el crecimiento en peso fresco de los callos
formados en dos casos: málico 10.4 mM/ascórb. 50 mg/1 y málico 15.6
mM/ascórb. 1 mg/1. (Fig. 17).
Can 15.6 mM de ácido málico, el aumento de la concentración de 
ácido ascórbico por encima de 1 mg/1 produce un progresivo descenso del 
peso fresco, en especial para 100 mg/1.
El porcentaje de callos formados con ácido málico o con
ascórbico, en general no baja del 70% (Tabla 15).
Sin embargo, aunque estos valores de crecimiento en peso fresco 
de los callos formados a partir de albedo en medio con málico y ascórbico 
se aproximan a los obtenidos en fechas similares con ácido cítrico (Fig. 
49), quedan aún más lejos que éstos de poder sustituir el efecto del zumo 
de naranja en el rango de concentraciones ensayadas (Fig. 45).
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TABLA (15).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
con ácido KALICO y con ácido ASCORBICO, solos o en 
interacción:
ACIDO MALICO (mM)
1
1
0 5. 2 10.4 15.6 1
1
1
mg/11 
1
0 1
CALLOS
(ES)
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(ES)
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(ES)
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(ES)
FORMADOS1 
% ± ESI
A
C
I
17 85 ± 8 18 90 ± 7 17 85 ± 8 16 80 ± 91
D
0 1 1 20 100 20 100 20 100 14 70 ± 101
A
S
C
1
10 1 20 100 18 90 ± 7 17 85 ± 8 19 95 ± 51
0
R
6
1
50 1
1
16 80 ± 9 18 90 ± 7 16 90 ± 7 14 70 ± 101
I
C
0
1
100 1 
1
18 90 7 16 80 ± 9 13 65 ± 11 12 60 ± 111
Epoca de cultivo: principios de julio
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
ES de explantes sembrados por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 33 mm; peso: 18 g
III.1.4.C.- « - c e t o - G l u t á r  i c o - f t s c á r b i C Q .
La adición de este ácido orgánico presenta una respuesta algo 
distinta de la observada con el ácido málico.
Así, cuando se añade oc-ceto-glutárico no hay crecimiento en peso 
fresco significativamente distinto del obtenido en medio basal (Fig. 18).
El porcentaje de callos formadas en el medio basal (85%) en 
general disminuye al ir aumentando la concentración del ácido oc-ceto- 
glutárico (Tabla 16).
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TABLA (16).- Cultivo de albedo de frutas V. Navel en medio basal 
con ácido oc-ceto-GLUTARICO y con ácido ASCORBICO, 
sólos o en interacción:
ACUDO g-ceto-GLUTARICQ (mM)
1
1
0 5. 2 1 
1
10.4 1 
1
15.6 1
1
1
mg/ll 
0 1
CALLOS
(R2)
FORMADOS 
% ± ES
CALLOS
(E2)
FORMADOS1 CALLOS 
% ± ESI (JT2)
1
FORMADOS1 CALLOS 
% ± ESI (JT2)
1
FORMADOS1 
% ± ESI
A
C
I
17 85 ± 8 16
1
80 ± 91 
1
14
,
70 ± 101 
1
15 75 ± 101
D
0
1
1 1 20 100 15
1
75 ± 101 
1
16
1
80 ± 91 
1
11 55 ± 111
A
S
C
1
10 1 20 100 15
1
75 ± Í0I 
1
14
1
70 ± 101 
1
12 60 ± 111
0
R
B
1
50 1 16 80 ± 9 14
1
70 ± 101 
1
11
1
55 ± 111 
1
10 50 ± 111
I
C
0
1
100 1 
1
18 90 7 12
1
60 ± 111 
1
9
1
45 ± 111 
1
8 40 ± 111
Epoca de cultivo: principios de julio
Peso fresca del explante sembrado: 20 mg
3T2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Tamafio de los frutos muestreados: 0: 33 mm; peso: 18 g
La adición de ácido ascórbico hasta 100 mg/1 no tiene efectos 
significativos sobre el crecimiento en peso fresco, excepto para 10.4 mM 
de a^cetoglutárico (Fig. 18), donde sí aumenta significativamente el peso 
cuando hay ascórbico a 100 mg/1, si bien los callos formados descienden 
hasta el 45% .
El porcentaje de callos formados disminuye bastante cuando en el 
medio están presentes ascórbico y oc-cetoglutárico en las concentraciones 
más altas ensayadas (Tabla 16).
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Las callos obtenidos con este ácido presentan un peso fresco aún 
menor que al utilizar málico o cítrico y, por tanto, comprobamos que el 
glutárico tampoco sustituye sólo o en combinación con el ácido ascórbico 
el efecto estimulador del zumo de naranja.
III.1.5.- QXIPACI6I BEL ALIBQ ASCQBBICQ
Este estudio se ha llevado a cabo en callos subcultivados 
durante 2 años, procedentes de albedo de frutos V. Eavel de la parcela de 
Sagunto. Los cultivos se han realizado con y sin ácido ascórbico en tres 
medios: basal, con zumo o con cítrico. Se ha utilizada el compuesto 2,6- 
Diclorofenol-Indofenol (2,6-DCPIP), que oxida el ascórbico a la forma 
deshidroascórbico.
Con ello se pretende comprobar si el ácido ascórbico componente 
del zumo de naranja participa (junto con el cítrico del zumo) en la 
estimulación del crecimiento en peso fresco debida al zumo de naranja en 
el rango de 5 a 20%.
Previamente se realizó una valoración para cuantificar el ácido 
ascórbico existente en el zumo de naranja utilizado. Esta se llevó a cabo 
por el Xétodo de la AOAC, y el valor obtenido (50 mg/100 mi), comparable 
al medido por Ortiz et al., (1987), se utilizó como referencia para la 
adición del 2,6-DCPIP.
Como puede apreciarse en la Figura 19. A, la adición al medio 
basal de ascórbico a 50 mg/1 o de 2,6-DCPIP no modifica 
significativamente el crecimiento de los callos ni el porcentaje de éstos 
(Tabla 17.A).
Sin embargo, en un medio de cultivo con zumo de naranja al 10%, 
la utilización de 2,6-DCPIP en la cantidad adecuada para oxidar el ácido 
ascórbico presente en el zumo disminuye de manera significativa el
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crecimiento en peso fresco de los callos formados (Fig. 19.B), así como 
el porcentaje de éstos (Tabla 17,B).
Cuando se repone exógenamente la cantidad de ascórbico oxidado 
del zumo, el peso de los callos aumenta, pero no es suficiente para 
recuperar el nivel de crecimiento obtenido con el zumo sin oxidar, 
quedando significativamente menor. £1 % de callos formados en cambio 
recupera el máximo.
Si al medio de cultivo basal se le añade ácido cítrico a 1 g/1 
(Fig. 19.C), se obtiene un crecimiento de los callos semejante al 
alcanzado con zumo de naranja al 10%. La adición de 50 mg/1 de ácido 
ascórbico sólo u oxidado con 2,6-DCPIP al medio con cítrico no ofrece 
diferencias significativas.
TABLA (17).- Cultivo de callos de albedo de frutos V. Navel en 
distintos medios; efecto del 2,6-DCPIP:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2> % ± ES
MEDIO BASAL 16* 100
A Basal + 2,6-DCPIP 20 100
Basal + ascorbico a 50 mg/1 20 100
Zumo naranja al 10% 16* 100
B Zumo nar. 10% + 2,6-DCPIP 17 85 ± 8
Zumo 10% + 2,6-DCPIP + 20 100
+ ascorbico a 50 mg/1
Cítrico 1 g/1 19 95 ± 5
C Cítr. lg/1 + ascorb. 50 mg/1 20 100 : ...
Cítr. lg/1 + ascorb.. 50 mg/1 + 19 95 ± 5
+ 2,6-DCPIP
Fecha de cultivo: mitad de octubre.
Peso fresco de los explantes sembrados: 25 mg 
£2 de explantes sembrados: 20
Origen de los callos: albedo subcultivado durante 2 años
*: 4 explantes contaminadas.
- 104 -
Una vez estudiado el efecto del zumo de naranja y el de diversos 
componentes de él sobre el crecimiento en peso fresco de los callos 
formados, y comprobado que aparte del zumo tan sólo el cítrico presenta 
una estimulación apreclable de este crecimiento, pero todavía muy por 
debajo de la del zumo, nos planteamos estudiar el efecto que pueden tener 
, algunos componentes del medio de cultivo base sobre el crecimiento de los 
callos, para lo cual llevamos a cabo toda una serie de experimentos que 
se detallan en las próximas secciones.
111.1.6.- EFECTO DE DISTIBTQS AZUCARES
III.1.6.A.- E n  m e d i o  basal.,
El estudio del comportamiento del albedo de frutos V. ITavel 
cultivado Hin vitro" en un medio basal con distintas concentraciones de 
los tres tipos de azúcares más comunmente utilizados, muestra un mejor 
crecimiento en la mayoría del rango de concentraciones ensayadas para el 
azúcar sacarosa respecto de los otros dos tipos, glucosa y fructosa.
El crecimiento en peso fresco de los callos formados fué similar 
para todo el rango de concentraciones de sacarosa ensayadas (3-7%) (Fig. 
20). Con 3% de glucosa en el medio, el crecimiento fue similar al 
obtenido con sacarasa. En cambio, ya desde el 6% de glucosa, el peso 
fresco de los callos fue significativamente menor.
i
En presencia de fructosa se obtuvo una respuesta similar a la de 
glucosa: el crecimiento de los callos disminuye significativamente a
medida que aumenta la concentración del azúcar (Fig. 20), con una gran 
inhibición del crecimiento con el 7% de fructosa.
•V«k ' •
Por otra parte, el % de callos formados en presencia de fructosa 
también disminuye de forma importante al incrementar la concentración del 
azúcar (Tabla 18), no ocurriendo lo mismo para glucosa o sacarosa, en 
donde el porcentaje de callos formados estuvo siempre entre el 90 y 100%.
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-  106 -
TABLA (18).- Cultivo de al bedo de frutos V. Navel en medio basal 
con distintos tipos y  concentraciones de azúcares:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
AZUCAR % (N2) % ± ES AZUCAR % (N2) % ± ES
SACAROSA 3 18 90 ± 7 FRUCTOSA 3 15 75 ± 10
4 20 100 4 11 55 ± 11
5 19 95 ± 5 5 6 30 ± 10
6 19 95 ± 5 6 7 35 ± 11
7 19 95 ± 5 7 5 25 ± 10
GLUCOSA 3 19 95 ± 5
4 19 95 ± 5
5 20 100
6 20 100
7 20 100
Epoca de cultivo: mitad julio
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 40 mm; peso: 31 g
Vemos pues que el mejor crecimiento de los callos se alcanza con 
sacarosa y glucosa, aunque con este segundo azúcar hay una menor 
respuesta en peso para las concentraciones más altas. El peor resultado 
global de crecimiento se obtiene con fructosa, con un descenso gradual y 
significativo tanto en el porcentaje de callos formados como en el peso 
fresco de éstos.
En cuanto al aspecto de los callos formados, con el 3% de cada 
tipo de azúcar son redondeados, blancos y duros. En 4% de sacarosa y 
fructosa continúan siendo blancos y algunas zonas amarillentas. Desde el 
5% de azúcar, con sacarosa y glucosa presentan todos los callos un 
aspecto amarillento a marrón claro, mientras que con fructosa pasan a 
tener una coloración marrón oscuro, semejante a la de callos envejecidos.
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III.1.6.6.- C o n  á c i d o  c í t r i c o
Hasta ahora, hemos visto como afecta al crecimiento de los
callas la adición de zumo y de cítrico al medio, y en el anterior 
apartado comprobamos como el tipo y concentración de azúcar puede afectar 
la capacidad de crecimiento en un medio base. En los siguientes
expermientos, estudiamos el posible efecto interactivo entre el azúcar y
el ácido cítrico.
Este estudio se lleva a cabo con albedo y vesículas de frutos de 
una parcela distinta a la de Sagunto, formada por árboles de origen 
nucelar y que será utilizada después para otros experimentos. Las 
concentraciones de azúcar son de un rango similar al anterior y se añaden
al medio con 1 g/1 de ácido cítrico.
B. 1) En los cultivos realizados con albedo se obtiene una
respuesta cualitativa (evolución del crecimiento en función del tipo y
concentración de azúcar) bastante similar a la de la parcela de Sagunto 
en medio sin cítrico: un crecimiento de los callos con sacarosa y glucosa 
muy próximo entre estos azúcares (Fig. 21), y menor significativamente 
para las concentraciones más elevadas de fructosa.
En cambio, el crecimiento en peso fresco que se obtiene es mucho 
más elevado, en torno a los 600 mg (Fig.. 21). Es de destacar además que 
el mayor crecimiento en peso alcanzado con cítrica a 1 g/1 por los callos 
de albedo de frutos de esta parcela situada en Almenara se debe también 
al tipo de parcela, pues en la parcela de Sagunto (Fig. 9) también con 
ácido cítrico a 1 g/1 y 5% de sacarosa se alcanza menor crecimiento.
Por tanto, otro factor a tener en cuenta al comparar el 
crecimiento con zumo o con cítrico ha de ser la procedencia de las
frutos, que como se ve condiciona el grado de respuesta "in vitro" de un 
mismo tejido para un mismo medio o factor.
El porcentaje de callos formados, en torno al 90%, desciende 
hasta el 30% con la concentración más alta de fructosa (Tabla 19).
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TABLA (19).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con áqIÚO.
cítrico a. JL g/1 para distintos tipos y  concentra­
ciones de azúcares:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
AZUCAR % (N2) % ± ES AZUCAR % (N2) % ± ES
SACAROSA 0 0 0 FRUCTOSA 0 0 0
1 18 90 ± 7 1 17 85 ± 8
3 15 75 ± 10 3 19 80 ± 9
5 18 90 ± 7 5 12 60 ± 11
7 19 95 ± 5 7 6 30 ± 10
GLUCOSA 0 0 0
1 20 100
3 19 95 ± 5
5 18 90 ± 7
7 18 90 ± 7
Epoca de cultivo: mitad de agosto
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
52 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 49 mm; peso: 55 g
B.2) En el cultivo de vesículas los callos formados alcanzan los 
1100 mg de peso fresco (Fig. 22) en el mismo medio que los de albedo sólo 
llegaban a los 600 mg (Fig. 21). En todo momento, y para la misma 
concentración y tipo de azúcar, el peso de los callos formados a partir 
de vesículas se aproxima al doble del obtenido para callos de albedo.
A la vista de estos resultados, otro factor a tener en cuenta 
cuando se compare el crecimiento con zumo o con cítrico, ha de ser que el 
estudio, aparte de en un mismo tipo de frutos, sea en un solo tipo de 
tejido, pues en idéntico medio albedo y vesículas no responden igual.
El % de callos formados en cultivo de vesículas alcanza el 100% 
en todo el rango de concentraciones ensayadas con los tres azúcares 
(Tabla 20), incluido fructosa, en donde albedo apenas formaba callos con 
el 7% de este azúcar.
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TABLA (20).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel con ácido 
cítrico £. 1 g/1 con distintos tipos y  concentra­
ciones de azúcares:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
AZUCAR % (N2) % AZUCAR % (N2) %
SACAROSA 0 0 0 FRUCTOSA 0 0 0
1 20 100 1 20 100
3 20 100 3 20 100
5 20 100 5 20 100
7 20 100 7 20 100
GLUCOSA 0 0 0
1 20 100
3 20 100
5 20 100
7 20 100
Epoca de cultivo: mitad de agosto
Peso fresco del explante sembrado: 30 mg
3T2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 49 mm; peso: 55 g
En definitiva, albedo y vesículas <Figs. 21 y 22) responden 
cualitativamente de forma'similar a los azúcares en un medio con cítrico 
a 1 g/1, con el mejor crecimiento para sacarosa (3-7%) y glucosa (3-5%), 
y quedando significativamente por debajo los obtenidos con fructosa.
Siempre los callos de vesículas crecen el doble que los de 
albedo, probablemente por la capacidad de las vesículas para sintetizar 
zumo o componentes de él Min vitro".
Por tanto, se ha de tener muy presente el tipo de tejida y de 
parcela en que se estudia el efecto del zumo de naranja y su posible 
sustitución por el ácido cítrico.
En todos los casos, la ausencia de cualquier tipo de azúcar 
impidió totalmente la formación de callos (Tablas 19 y 20) al no existir 
una fuente de carbono y energía, por lo que se ha de añadir azúcar.
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III.1.7.- EEECIQ DE. LOS IONES CALCIO.
En base a la implicación de los iones Ca-*2 en los procesos de 
división celular, se ha realizado un estudio del efecto de estos iones 
(presentes en el medio de cultivo basal a 3 mM) sobre explantes de albedo 
y en subcultivo de callos de este tejido de frutos V. ITavel de la parcela 
de Sagunto, tanto en medio basal como con ácido cítrico a 1 g/1.
III.1.7. A.- C u  1 t i v o  d e  a l b e d o
A.l) En medio basal, con distintas fuentes de Ca""2: se ha añadido el 
calcio al medio de cultivo en forma de CaCls o bien CaíEOa)*, en un rango 
de concentraciones de iones calcio que va desde 0 hasta 10 mM.
El mayar crecimiento medido en peso fresco de los callos se
alcanza cuando no se añade Ca al medio, observándose una disminución del 
crecimiento en peso fresco a medida que aumenta la concentración del 
calcio en el media (Fig. 23). La evolución de la respuesta es idéntica en
las dos formas de añadir este ión al medio de cultivo.
TABLA (21).- Cultivo de al bedo de frutos V. lía ve 1 con dos 
fuentes distintas de calcio:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(ES) % ± ES (ES) % ± ES
CaClz mM Ca Ca(FCh)s mM Ca
0 20 100 0 20 100
1 20 100 1 19 95 ± 5
basal 3 19 95 ± 5 basal -»-»-»-» 3 19 95 ± 5
7 19 95 ± 5 7 18 90 ± 7
10 19 95 ± 5 10 20 100
ES de explantes sembrados: 20
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Fecha de cultivo: 30 de junio
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 34 mm; peso: 20 g
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FIGURA (23).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con dos 
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El porcentaje de callos formados (Tabla 21), es muy alto (no 
baja del 90%) en todas las concentraciones ensayadas para las dos fuentes 
de calcio, no siguiendo por tanto la evolución del peso fresco del callo.
Para la concentración de calcio de 3 mM (la del medio basal), el 
crecimiento como peso fresco de los callos queda significativamente por 
debajo del obtenido para 1 mM o en ausencia de calcio. En el otro 
extremo, los callos formados con 10 mM de Ca'*'2 presentan un peso fresco 
significativamente menor que el del medio basal (Fig. 23).
A.2).- En medio con ácido cítrico a 1 g/1: el crecimiento obtenido en 
los cultivos de explantes de albedo con ácido cítrico presenta ciertas 
diferencias respecto del anterior.
El mayor peso fresco de los callos formados aparece en la 
concentración de 1 mM de iones calcio (y no en ausencia de éste), con un 
peso fresco de 600 mg, siendo este valor significativamente mayor que los 
restantes, incluido el obtenido con 3 mM de Ca (medio basal) (Fig. 24), 
el cual está en consonancia con el obtenido en el experimento de la Fig. 
9.
Sin embargo, se observa que con este crecimiento en peso fresco 
tan solo se ha formado un 60% de callos, mientras que en las 
concentraciones mayores de calcio, donde se obtiene un menor peso, se
forma de nuevo el 100% de callos (Tabla 22). Al añadir ácido cítrico al 
medio hace falta Ca para estimular el crecimiento de los callos, que es 
máximo con 1 mH de Ca.
En ausencia de calcio, con cítrico sólo se forma un 25% de 
callas (Tabla 22), cuyo peso fresco (Fig. 24) es similar al alcanzado en
el medio sin cítrico y sin calcio (Fig. 23). Parece pues que el ácido
cítrico no puede estimular el crecimiento en este medio sin Ca más allá
del obtenido en medio basal.
Aunque al añadir cítrico aumenta el peso de los callos formadlos 
(compárense Figs. 24 y 9), éste no llega a alcanzar el crecimiento
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TABLA (22).- Cultivo de albedo y subcultlvo de callos de albedo 
de frutos V. Navel en medio con ácido cítrico a.
i. g/1 con diferentes concentraciones de calcio:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS
%
Cl^Ca mK Ca Cl2Ca mM
Cultivo de 0 5 25 ± 10 Subcultivo 0 20 100
albedo 1 12 60 ± 11 de albedo 1 20 100
3 20 100 3 20 100
5 20 100 5 20 100
7 20 100 7 20 100
N2 de explantes sembrados: 20
Peso fresco del explante sembrado: 20-25 mg
Fecha de cultivo: 4 de julio
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 34 mm; peso: 20 g
obtenido con zumo (Fig. 8), por lo que tampoco una interacción de Ca y 
cítrico sustituye el efecto del zumo de naranja en cultivos de albedo.
III. 1. 7. B.- S u b c u l t i  v o  d e  c a l l o s  d e  a IbedQ
En cultivos realizados con callos de albedo subcultivados
durante dos años, se observa que con ácido cítrico a 1 g/1 el crecimiento 
en peso fresco es muy similar hasta lmX de calcio al obtenido en este 
mismo medio con cultivos directos de albedo (Fig. 24).
El mayor peso fresco se alcanza también para la concentración de 
1 iX de calcio, disminuyendo progresivamente a medida que ésta aumenta, 
aunque menas que en los cultivos directos de albedo (Fig. 24). El
porcentaje de callos formados en estos subcultivos es del 100% en todo el 
rango ensayado (Tabla 22).
En definitiva, también en subcultivo de callos hace falta añadir 
Ca al medio (óptimo a lmM) para que se manifieste el efecto estimulador
del cítrico; no sustituyendo tampoco en este caso la combinación cítrico
y Ca el efecto del zumo de naranja (Figs. 24 y 8).
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III.1.8.- EFECTO DEL EDTA
Se ha estudiado el efecto, como agente sequestrante de iones, 
del ácido etilendiaminotetraacético en cultivos de albedo de frutos V. 
JTavel de la parcela de Sagunto y en callos de albedo subcultivados 
durante un año. Este compuesto está presente en el medio de cultivo basal 
a 0.10 mM en forma de sal disódica (EDTA-Hás).
III. 1.8. A.- C u l t i v o  d e  A l b e d o
En este tejido y en el rango de concentraciones que va desde la 
total ausencia hasta 0.20 mM de EDTA, se observa una estimulación 
significativa del crecimiento en peso fresco de los callos formados a 
partir de 0.10 mM (Fig. 25).
TABLA (23).- Cultivo de albedo de frutos V. JTavel con diferentes 
concentraciones de EDTA:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
EDTA mH
0 20 100
0.05 20 100
basal 0.10 20 100
0.15 20 100
0.20 20 100
12 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado; 20 mg 
Fecha de siembra: 17 de junio 
Tamaño de los frutos: 0: 24 mm; peso: 7 g
El porcentaje de callos formados en el rango de concentraciones 
ensayadas, incluida la ausencia de ELTk-Haz, es del 100% (Tabla 23). Por 
tanta, este compuesto y a estos niveles, afecta tan solo al crecimiento 
en peso de los callos formados, incrementándolo un poco.
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III. 1.8. B.- S u b c u l t i v o  d e  c a l l o s  d e  a l b e d o  
Se ha ensayado un rango de 10 a 100 veces superior al basal de 
EDTA tanto en medio testigo como con zumo de naranja al 10%, al objeto de 
estudiar el efecto secuestrante de Iones de este compuesto a altas 
concentraciones sobre la formación y el crecimiento de callos.
5.1) En el medio sin zumo, el subcultivo de callos no presenta apenas 
crecimiento en ninguna de las concentraciones ensayadas. Solo en ausencia 
de EDTA o en su presencia a 1.0 mM existe algo de formación de callos 
(Tabla 24), con peso fresco menor de 100 mg (Fig. 26).
5.2) En presencia de zumo de naranja al 10%, (concentración 
suficiente para un excelente crecimiento de los cultivos de albedo en 
cítricos), sólo hay formación de callo hasta 2 mM de EDTA (Tabla 24). 
Además, el crecimiento en peso fresco en todo el rango estudiado (Fig. 
26) es mucho más bajo que cuando el medio de cultivo con zumo lleva EDTA 
en la concentración basal de 0,1 mM (Fig. 8). El porcentaje de callos más 
alto obtenido es del 81%, para 1 mM de EDTA.
TABLA (24).- Subcultivo de callos de albedo de frutos V. Navel 
en medio de cultivo con j  sin zumo de naranja; 
para diferentes concentraciones de EDTA:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(52) % ± ES (52) % ± ES
MEDIO SIN ZUMO MEDIO CON ZUMO NARANJA 10%
EDTA mM EDTA mM
0 2 12 ± 8 0 9 56 ± 12
1 4 25 ± 11 1 13 81 ± 10
2 0 0 2 11 69 ± 12
6 0 0 6 0 0
10 0 0 10 0 0
52 de explantes sembrados por tratamiento: 16 
Peso fresco del explante sembrado: 25 mg 
Fecha de siembra: abril
Origen de los callos sembrados: de albedo subcultivado dos afios.
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FIGURA (26).- Subcultivo de callos de albedo de frutos W. Navel 
en medio de cultivo con y sin zumo de naranja; 
para diferentes concentraciones de EDTA
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III.1.9.- EEEGIQ AIIgQACIDQS
La adición de diversos aminoácidos (aspártico y prolina por su
importancia en el zumo, y glicina aconsejada por otros (Murashige y
Tucker, 1969) a distintas concentraciones en el cultivo "in vitro" de 
albedo y vesículas de frutos de Cltrus sínensís variedad W. Eavel, tanto 
en medio basal como en presencia de ácido cítrico, ofrece estos 
resultados:
III.1.9.A.- T e . i i d o  d e  a l b e d o
A.l) Xedio basal: al afiadir aspártico sólo aumenta
significativamente el peso fresco de los callos en la concentración de 50 
mg/1 (Fig. 27). En el resto de concentraciones, aunque el crecimiento es 
algo más elevada que en el medio sin aspártico, éste no difiere 
significativamente.
Por otra parte, el porcentaje de las callos formados ha sido en 
todo el rango estudiado del 100% (Tabla 25).
La adición de prolina, ofrece unos resultados muy distintas a
los obtenidos con aspártico.
Así, a partir de 6 mg/1 se inicia un descenso en el peso fresco
de los callos formados (Fig. 27) siendo esa inhibición significativa
desde la concentración de 20 mg/1 de prolina.
Esta disminución del crecimiento en peso fresco va pareja a la 
del porcentaje de callos formados (Tabla 25), descendiendo al 50% para la 
mayor concentración de prolina utilizada (100 mg/1).
La adición al medio basal de los aminoácidos aspártico o
prolina a concentraciones desde 2 mg/1 hasta 100 mg/1 en cultivos de
albedo ofrece un comportamiento algo distinto del que se obtiene cuando 
en el medio hay ácido cítrico a 1 g/1, como veremos a continuación.
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FIGURA (27).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio 
basal con distintos aminoácidos
-  123 -
200
TABLA (25).- Cultivo de albedo de frutas V. Navel en medio basal 
con distintas aminoácidos:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS . 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2>
FORMADOS 
% ± ES
ASPARTICO 0 mg/1 20 100 PROLINA 0 mg/1 19 95 ± 5
2 20 100 2 20 100
6 20 100 6 19 95 ± 5
10 20 100 10 18 90 ± 7
20 20 100 20 18 90 ± 7
50 20 100 50 16 80 ± 9
100 20 100 100 10 50 ± 11
Epoca de cultivo: final de julio
Peso fresco del explante sembrado; 20 mg
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 40 mm; peso: 32 g
A. 2) Con ácido cítrico a 1 g/1: en este apartado se ha ampliado 
el estudio a otro aminoácido, la glicina.
La adición de aspártico en el rango de concentraciones ensayado 
(5,10,20,50 y 100 mg/1) ofrece un crecimiento en peso fresco para albedo 
superior al obtenido con sólo cítrico (Fig. 28), pero únicamente 
significativo para 10 mg/1 de aspártico, debido a la alta variabilidad 
encontrada en el peso de los tejidos que se han desarrollado.
El porcentaje de callos formados presenta un leve aumento en las 
concentraciones más elevadas de aspártico (Tabla 26).
La utilización de glicina (en el mismo rango de concentraciones) 
ofrece un menor peso fresco que el aspártico (Fig. 28), y también sin 
diferencias significativas respecto del medio testigo debido a la gran 
variabilidad en los pesos de las callos formadas.
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TABLA (26).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con ácido 
cítrico a 1 g/1 y  distintas aminoácidos:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2) % ± ES (N2) % ± ES
ASPARTICO 0 mg/1 14 70 ± 10 GLICINA 0 mg/1 14 70 ± 10
5 14 70 ± 10 5 12 60 ± 11
10 15 75 ± 10 10 13 65 ± 11
20 16 80 ± 9 20 16 80 ± 9
50 18 90 ± 7 50 17 85 ± 8
100 17 85 ± 8 100 11 55 ± 11
PROLINA 0 mg/1 14 70 ± 10
5 13 65 ± 11
10 11 55 ± 11
20 15 75 ± 10
50 8 40 ± 11
100 4 20 ± 9
Epoca de cultivo: principio de julio
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
12 de espiantes sembrados por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 33 mm; peso: 13 g
El porcentaje de callos formados (Tabla 26), se sitúa entre el 
60 y 85%, descendiendo al 55% para 100 mg/1 de glicina.
Con el tercer aminoácido ensayado, prolina, se obtiene un 
crecimiento en peso fresco en general similar a los anteriores (Fig. 28), 
con diferencias significativas respecto del medio testigo sólo para 100 
mg/1.
La adición de prolina al medio de cultivo con cítrico en cambio 
disminuye el porcentaje de callos formadas (Tabla 26) a partir de la 
concentración de 50 mg/1, descendiendo al 20% con 100 mg/1 de prolina, 
donde se obtuvo el mayor peso fresco de los callas.
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En ninguno de los cultivos de albedo con o sin ácido cítrico la 
adición de estos aminoácidos estimula el crecimiento de tal forma que nos 
permita afirmar que puedan ser parte importante de la estimulación 
ejercida por el zumo de naranja.
III. 1. 9. B.- C u l t i v o  d e  V e s í c u l a s
También para vesículas se ha estudiado su comportamiento "in 
vi tro" en medio de cultivo con ácido ci trico a. 1. g/1 y para los tres 
aminoácidos anteriores (prolina, aspártico y glicina) y en el mismo rango 
de concentraciones (2, 5, 10, 20, 50 y 100 mg/1).
Como ya vimos en el apartado de azúcares, las vesículas vuelven 
a presentar mayor crecimiento que el albedo en un medio con ácido 
cítrico.
Como puede apreciarse en la Fig. 29, ni el aspártico ni la 
glicina modifican el crecimiento en peso fresco de las callos a ninguna 
de las concentraciones utilizadas.
A medida que aumenta la concentración de prollna, se observa 
una ligera tendencia a la disminución del crecimiento en peso fresco, 
pero sólo en la mayor de ellas (100 mg/1) este peso es significativamente 
menor que el alcanzado en el medio sin aminoácidos.
Por otra parte, el porcentaje de callos formados (Tabla 27) ha 
sido del 100% en todos los cultivos de vesículas, lo que viene a 
confirmar el mejor crecimiento de este tejida "in vitro" comparado con el 
de albedo.
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FIGURA (29).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel con ácido 
cítrico a 1 g/1 con distintos aminoácidos
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TABLA (27).- Cultivo de vesículas de frutos V. lía ve 1 con ácido 
cítrico a 1 g/1 y distintos aminoácidos:
TRATAMIENTO CALLOS
<N2)
FORMADOS
%
TRATAMIENTO CALLOS
<N2)
FORMADOS
%
ASPARTICO 0 mg/1 20 100 PROLINA 0 mg/1 20 100
5 20 100 5 20 100
10 20 100 10 20 100
20 20 100 20 20 100
50 20 100 50 20 100
100 20 100 100 20 100
GLICINA 0 mg/1 20 100
5 20 100
10 20 100
20 20 100
50 20 100
100 20 100
Epoca de cultivo: tercera semana de agosto
Peso fresco del explante sembrado: 25 mg
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Tamaño de los frutos muestreados: 0: 52 mm; peso: 61.7 g
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III.1.10.- EEECTQ REGULADORES DEL DESARROLLO
También se ha estudiado el comportamiento "in vitro" de tejidos 
del fruto de V. JTavel en medio de cultivo con distintas concentraciones 
de reguladores del desarrollo, tanto en medio basal como con zumo de 
naranja. Se han realizado cultivos con frutos de dos parcelas distintas: 
en Almenara, de árboles nucelares; y en Sagunto, de árboles injertados de 
manera tradicional.
III.1.10.A.- Parce 1 a d e  S a g u n t o
De esta parcela se realizaron solo cultivas de albedo.
A.l).- Efecto del tipo y concentración de citoquinina: para una 
concentración y tipo de auxina (2,4-D a 3 x 10~® H = 0.66 mg/1) fijos y 
variando la concentración y tipo de citoquinina utilizada (BAP o Kinetina 
desde 0 hasta 10 mg/1), se observa que:
En el medio de cultivo basal con 2,4-D, la presencia de 
citoquinina no mejora el crecimiento, e incluso lo inhibe progresivamente 
desde 0.1 mg/1 (BAP) y 1 mg/1 (Kinetina) de forma significativa tanto en 
lo que respecta al peso fresco de los callos (Fig. 30) como al porcentaje
de éstos (Tabla 28a), siendo peor la respuesta con BAP.
Ambas citoquininas inhiben casi por completo el crecimiento en 
la concentración de 10 mg/1.
La adición de zumo de Ttarania al 10% al medio con 2,4-D provoca 
un aumento considerable del peso fresco de todos los callos formados 
(Fig. 31, con el eje de ordenadas a escala 10 veces mayor que fig. 30). 
La adición de BAP o de kinetina a este medio de cultivo con zumo
disminuye el peso fresco de los callos respecto al testigo, de forma
progresiva e igual para los dos tipos de citoquininas a partir de 0.1 
mg/1 (Fig. 31).
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FIGURA (30).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con distintos 
tipos y concentraciones de citoquininas, para un 
valor fijo de 2,4-D (3 x 10~G K); medio basal
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FIGURA (31).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con distintos 
tipos y concentraciones de citoquininas, para un 
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El porcentaje de callos formados, al igual que en cultivo sin 
zumo, desciende bastante en las concentraciones más altas de citoquinina, 
en especial para BAP (Tabla 28).
TABLA (28).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con distintos 
tipos y concentraciones de citoquininas, para un 
valor fijo de 2,4-D (3 x 10~6 K):
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS TRATAMIENTO 
% ± ES
CALLOS
(N2>
FORMADOS 
% ± ES
a) Medio de cultivo basal
Kinetina 0 mg/1 17 85 ± 8 BAP 0 mg/1 17 85 ± 8
0.1 " 20 100 0.1 - 18 90 ± 7
1.0 - 15 75 ± 10 1.0 " 6 30 ± 10
3.0 " 15 75 ± 1 0  3.0 " 1 5 ± 5
10.0 " 3 15 ± 8 10.0 " 0 0
b) Medio con zumo naranja al 10%
Kinetina 0 mg/1 17 85 ± 8 BAP 0 mg/1 17 85 ± 8
0.1 ■ 19 95 ± 5 0.1 " 20 100
1.0 " 18 90 ± 7 1.0 " 18 90 ± 7
3.0 ■ 17 85 ± 8 3.0 " 8 40 ± 11
10.0 " 7 35 ± 11 10.0 H 1 5 ± 5
JT2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg 
Fecha de cultivo: 12 semana de agosto 
Tamafio de los frutos: 0: 43 mm; peso: 38 g
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A.2).- Efecto del tipo y concentración de auxilia: si se utiliza 
una concentración fija de kinetina <10~® K = 0.21 ng/1) y se varía el 
tipo y concentración de auxlna (2,4-D o ANA, desde 0 hasta 10 mg/1), 
vemos que:
En el medio de cultivo basal con kinetina, la adición de una 
auxina hasta 1 mg/1 mejora en general el crecimiento en peso fresco (Fig. 
32), con un porcentaje de callos no inferior al 90% (Tabla 29a). A partir 
de este valor, disminuye el peso fresco hasta niveles del medio sin 
auxlna. En general, el peso fresco alcanzado al utilizar 2,4-D es
significativamente superior al obtenido con ANA.
La adición de gnwn rig> naranja al 10% al medio con kinetina no
modifica el porcentaje de callos formados, que se sitúa entre el 85-95%
(Tabla 29b), y sí en cambio provoca un aumento significativo del peso 
fresco de los callos (Figs. 33 y 32, eje de ordenadas a escala 10 veces 
mayor en Fig. 33).
La adición de una auxina a este medio mejora notablemente el 
crecimiento en peso fresco alcanzado con sólo kinetina y zumo, siendo 
también esta respuesta significativamente mayor con 2,4-D que con ANA 
(Fig. 33).
El mayor peso fresco se obtiene con 2,4-D a 1 y 3 mg/1,
disminuyendo a partir de estas concentraciones.
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FIGURA (32).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con distintos 
tipos y concentraciones de auxinas, para un valor 
fijo de Kinetina (10~e K); medio basal
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(33).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con distintos 
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TABLA (29),- Cultiva de albeda de frutos V, Xavel con distintos 
tipos y concentraciones de auxinas, para un valor 
fijo de Kinetina (10~s X):
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO 
<N2) % ± ES
CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
a) Medio de cultivo basal
2,4-D 0 mg/1 19 95 ± 5 ANA 0 mg/1 19 95 ± 5
0.1 ■ 20 100 0.01 - 18 90 ± 7
1.0 - 19 95 ± 5 0.1 18 90 ± 7
3.0 " 18 90 ± 7 1.0 20 100
10.0 " 7 35 ± 11 3.0 18 90 ± 7
b) Medio con zumo naranja al 10%
2,4-D 0 mg/1 17 85 ± 8 ANA 0 mg/1 17 85 ± 8
0.1 " 19 95 ± 5 0.01 " 16* 100SOH
14* 90 ± 8 0 . 1 " 19 95 ± 5
3.0 " 14* 90 ± 8 1.0 19 95 ± 5
10.0 " 18 90 ± 7 3.0 19 95 ± 5
N2 de* explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg 
Fecha de cultivo: 12 semana de agosto 
Tamafio de los frutos: 0: 43 mm; peso: 38 g
IOTA (*): el porcentaje de callos se calcula sobre el total de explantes
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III. 1.10. B. - P a r c e l a  d e  A l m e n a r a
De esta parcela de árboles nucelares se cultivó tanto albedo 
cono vesículas, en medios basal 7 con zumo de naranja al 15%, estudiando:
1.- La respuesta a varias concentraciones de 2,4-D, GAs o Kinetina 
utilizadas individualmente.
2.- Fijada la auxina 2,4-D a la concentración basal de 3 X 10"® M, se 
estudió la interacción con Kinetina o GAa por separado.
B.1).- Efecto de cada regulador del desarrollo;
B. 1.1) Cultivos de ALBEDO:
En medio de cultivo basal. sin hormonas se ha formado un 70% de 
callas, con un peso fresco cercano a los 80 mg. La adición de Kinetina o 
GA3 no mejora la respuesta obtenida en el medio sin hormonas, mientras 
que 2,4-D presenta una leve estimulación con 10“® M (Fig. 34).
El porcentaje de callos formados (Tabla 30a) es en general 
superior al 80% y desciende de forma apreciable en las concentraciones 
más elevadas de Kinetina
En medio de cultivo con zumo de naranla al 15% sin hormonas solo
se forma un callo, con peso cercano a los 150 mg. La adición de Kinetina
o GA3 mejora significativamente el crecimiento en peso fresco entre 10~Q 
H y 10~s M, con valores muy similares. Sin embargo es al utilizar 2,4-D 
cuando se obtiene, y con gran diferencia, el mayor crecimiento en peso 
fresco, con una respuesta significativamente creciente (Fig. 35).
El porcentaje de callos vuelve a aumentar con la presencia de
cualquier tipo hormonal en el medio de cultivo (Tabla 30b).
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FIGURA (34).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con distintos
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(35).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel con distintos 
tipos y concentraciones de reguladores del desa­
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TABLA (30).- Cultiva de albedo de frutos V. líavel con distintos 
tipos y concentraciones de reguladores del desa­
rrollo:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORHADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
a) Hedió de cultivo basal
Sin hormonas 14 70 ± 10
2,4-D 10“® M 20 100 Kinet. 10“® H 16 80 ± 9
10“7 91 20 100 10"7 m 16 80 ± 9
10-® H 20 100
uioH n 12 60 ± 11
10“® n 18 90 ± 7 10~® u 11 55 ± 11
GA3 io_® M 20 100
10-7’ «1 20 100
10“® N 18 90 ± 7
10“® n 16 80 ± 9
b) Medio con zumo naranja al 15%
Sin hormonas 1 5 ± 5
2,4-D io~e M 12 60 ± 11 Kinet. 10“® M n 55 ± 11
10~7 M 14 70 ± 10 io~7 m 14 70 ± 10
io-s m 18 90 ± 7 io-® n 16 80 ± 9
10“® n 17 85 ± 8 10"® it 5 25 ± 10
GÁ3 io-® M 8 40 ± 11
io-7 «1 14 70 ± 10
10“® N 12 60 ± 11
io-® «1 0 0
3ST2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg 
Fecha de cultivo: 33 semana de julio 
Tamaño de los frutos: 0: 47 mm; peso: 48 g
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B. 1.2) Cultivos de VESICULAS:
En todas los casos, sea un medio basal o con zumo de naranja, 
con reguladores o sin ellos, se ha formado el 100% de callos (Tabla 31).
- En medio de cultiva y sin hormonas el peso fresco
alcanzado por los callos de vesículas ha sido cinco veces superior al 
logrado en cultivo de albedo (Figs. 36 y 34).
La adición de kinetina o de 2,4-D no modifica el crecimiento 
obtenido sin hormonas; en cambio el GA3 presenta una tendencia a 
disminuir el crecimiento en peso fresco (Fig. 36).
- Al utilizar ^ímn dg naranla al 15%. sin hormonas, se obtiene 
un peso fresco cercano al doble que en el cultivo basal y unas cuatro 
veces mayor que el de albedo (Figs. 37 y 35).
En todo el rango ensayado, el crecimiento tanto con GAa como con
Kinetina es muy uniforme en cada caso, siendo el peso alcanzado
significativamente mayor al utilizar GAa (Fig. 37).
Al igual que en albedo con zumo (Fig. 35), es al utilizar 2,4-D 
cuando se obtiene el mayor crecimiento en peso fresco, con valores 
significativamente crecientes (Fig. 37).
En definitiva, en cultivos sin hormonas, la presencia de zumo de 
naranja en el medio no mejora el bajo crecimiento de los callos de albedo 
(Figs. 34 y 35), mientras que con vesículas, donde ya sin zumo hay un 
mayor crecimiento (Fig. 36), los callos formados aumentan de peso fresco 
cuando el medio sin hormonas lleva zumo de naranja (Fig. 37).
Con zumo y 2,4-D en el medio, albedo y vesículas forman callos 
con un excelente crecimiento en peso con 2,4-D a 10~s M, especialmente 
albedo, donde se alcanzan los 3 g de callo. Destacar además que en esta 
parcela nucelar la kinetina no disminuye el crecimiento de los callos de 
albedo o de vesículas formados en medio con sólo auxina.
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FIGURA (36).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel con distin­
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FIGURA (37).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel con distin­
tos tipos y  concentraciones de reguladores del de­
sarrollo; medio con zumo ds. naran ja 15%
TABLA (31).- Cultivo de vesículas de frutos V. Favel con distin­
tos tipos y concentraciones de reguladores del de­
sarrollo:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
CN2) % ± ES <N2) % ± ES
a) Medio de cultivo basal
Sin hormonas 20 100
2,4-D io-® M 20 100 Kinet. 10“® M 20 100
10“7 N 20 100 10“7 m 20 100
10“s I 20 100 10“® m 20 100
10“® •R 20 100 10“s m 20 100
GAa 10“® M 20 100
10“7 n 20 100
10“® N 20 100
10“® n 20 100
b) Medio con zumo naranja al 15%
Sin hormonas 20 100
2,4-D 10“® M 20 100 Kinet. 10“® M 20 100
10“7 m 20 100 10“7 N 20 100
10“® H 20 100 10“® N 20 100
10“® »i 20 100 10“® N 20 100
GAa io“® M 20 100
10“7 N 20 100
10“® U 20 100
10“® N 20 100
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20-25 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg 
Fecha de cultivo: 32 semana de julio 
Tamaño de los frutos: 0: 47 mm; peso: 46 g
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B.2).- Respuesta a dos reguladores:
Un segundo estudio realizado en esta parcela nucelar de Almenara 
también con albedo y vesículas de frutos V. Kavel sirvió para investigar 
la posible interacción entre la Kinetina o el GAa y la auxina 2,4-D a la 
concentración de 3 x 10~6 M, en un medio de cultivo basal o con zumo de 
naranja al 15%.
B.2.1) Cultivos de ALBEDO:
En medio de cultivo basal con 2.4-D. la adición de Kinetina o de 
GAa por separado entre 10-s M y 10~s M, no tiene efecto sobre el 
crecimiento en peso fresco de los callos formados (Fig. 38), mientras que 
el porcentaje de callos aumenta al 100% con GAa y baja al 60% con 
kinetina (Tabla 32a).
En medio de cultivo con 2.4-D y zumo de naranja al 15% se 
obtiene un peso fresco 20 veces mayor que en el medio sin zumo. La 
adición de kinetina presenta una tendencia a disminuir este peso aunque 
sin diferencias significativas (Fig. 39); y GAa a 10~e M lo aumenta.
El porcentaje de callos formados en este caso es algo más 
elevado al utilizar kinetina (Tabla 32b).
Es importante resaltar de nuevo en esta parcela nucelar que la 
adición de kinetina, aunque puede hacer descender el crecimiento de los 
callas (Fig. 39), éste efecto no es significativo, al contrario de la 
importancia alcanzada en los cultivos de albedo de frutos de la parcela 
de Sagunto, (Figs. 30 y 31), donde la citoquinina disminuía notablemente 
el crecimiento. Tampoco la adición de GAa tiene efectos realmente 
notables sobre el crecimiento final.
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TABLA (32).- Cultivo de albedp de frutos V. Xavel en medio con
2,4-D a 3 x 10~* X en Interacción con kinetina o 
con GAa:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO 
(N2) % ± ES
CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
a) Medio de cultivo basal
Con 2,4-D 17 85 ± 8
+ GAa 10"e M 19 95 ± 5 + Kinet.
(D1OH M 14 70 ± 10
10“7 M 19 95 ± 5 10-7 M 17 85 ± 8
10“® I 20 100 10-® n 18 90 ± 7
10‘s I 20 100
1
Ifl 1 
1 
o*-« 
i
«i 12 60 ± 11
b) Medio con zumo naranja al 15%
con 2,4-D 16 80 ± 9
+ GAch 10“s M 14 70 ± 10 + Kinet. io-® M 18 90 ± 7
ío-7 I 17 85 ± 8 10“7 •1 18 90 ± 7
10~e n 16 80 ± 9 10-® I 12 60 ± 11
10“5 M 14 70 ± 10 10-® m 18 90 ± 7
3J2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg 
Fecha de cultivo: principio de agosto 
Tamaño de los frutos: 0: 50 mm; peso: 60 g
B.2.2) Cultivos de VESICULAS:
En todos los medios con 2,4-D, lleven o no zumo de naranja, este
tejido forma el 100% de callds (Tabla 33). Los cultivas en medio basal
con 2.4-D. alcanzan un peso fresco cinco veces superior al de albedo
(Figs. 40 y 38).
La adición de kinetina o de GAa tiende a disminuir el
crecimiento en peso fresco, con efecto significativo para GAs en 10-e M y
10-7 M (Fig. 40).
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En medio de cultivo con 2.4-D y zumo de páranla al 15%r el peso 
fresco de los callos es 4 veces superior (Fig. 41) al alcanzada en medio 
sin zumo (Fig. 40) y bastante próximo al obtenido con albedo en este 
mismo medio (Fig. 39).
La adición de kinetina o GAa no modifica significativamente el 
crecimiento en peso fresco, con valores muy similares para ambos 
reguladores (Fig. 41).
TABLA (33).- Cultivo de vesículas de frutos W. Navel en medio
con 2,4-D a 3 x 10~& M  en interacción con kinetina 
o con GAs:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO 
(N2) % ± ES
CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
a) Medio de cultivo basal
Con 2,4-D 20 100
+ GAa 10"e M 20 100 + Kinet.
<D1OrH M 20 100
10~7 II 20 100 1Q-7 II 20 100
10~s « 20 100 10-® H 20 100
io-s N 20 100
i 
i-* o
 
i 
i »
i
II 20 100
b) Medio con zumo naranja al 15%
con 2,4-D 20 100
+ GAa 10“a M 20 100 + Kinet. »-» o i (D M 20 100
»-* o i II 20 100 10~r U 20 100
10"® H 20 100 1
OH II 20 10010ioH m 20 100 10~s II 20 100
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrada: 20 mg 
Fecha de cultivo: principio de agosto 
Tamaño de los frutos: 0: 50 mm; peso: 60 g
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FIGURA (40).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel en medio
con 2,4-D a 3 x 10~G M en interacción con kinetina 
o con GA¿> por separado; medio basal
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FIGURA (41).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel en medio
con 2,4-D a 3 x 10~G M en interacción con kinetina 
o con GAa por separado; con zumo naran i a sd. 15%
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III.1.10.C.- E f e c t o  R e g u l a d o r e s  e n  S u b c u l t i v o
de Calíos
Por otra parte, se ha estudiado el comportamiento de callos de 
albedo de frutos V. Navel de la parcela de Sagunto subcultivados 
previamente durante 2 afios, frente a distintos reguladores del desarrollo 
(auxinas y citoquininas) solos o en combinación, todos ellos a 1 mg/1, en
medio de cultivo basal o con zumo de naranja al 10%.
C. 1) En medio de cultivo basal, sin hormonas na se forman 
callos. Con una sola hormona, la mejor respuesta de crecimiento se 
obtiene para 2,4-D, tanto en peso fresco (Fig. 42) como en porcentaje de 
callos (Tabla 34a). Los peores resultados se obtienen con citoquininas, 
en especial kinetina.
Al combinar dos reguladores, el crecimiento con 2,4-D o ABA no 
se ve modificado sustancialmente por la presencia de una citoquinina
(Fig. 42), actuando la auxina como un efecto simple. De nuevo, con ANA,
el peso fresco obtenido está por debajo del alcanzado con 2,4-D.
C.2) En medio de cultivo con zinnn de Tiarania al 10%. el
comportamento es semejante al anterior, pero el peso fresco es muy
superior por la acción del zumo (Fig. 43). El porcentaje de callos es en 
general también más elevado (Tabla 34b).
Así, en medio sin hormonas se obtiene un 94% de callos y un peso 
fresco cerca de ocho veces superior al encontrado sin zumo. Con una sola 
hormona el mayor peso fresco se obtiene también con auxinas, destacando 
el logrado con 2,4-D. Las citoquininas no mejoran el crecimiento 
alcanzado en el medio de cultivo sin auxinas (BAP) o lo Inhiben
(kinetina) (Fig. 43). El crecimiento obtenido con auxina tampoco se ve 
modificado por la adición de una citoquinina.
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La adición de kinetina o BAP na mejora el crecimiento obtenido 
con sólo la auxina, por lo que no hay interacción entre estos dos grupos 
de reguladores en el crecimiento del callo, sino un efecto simple de la 
auxina.
TABLA (34).- Subcultivo de callas de albedo de frutos V. Navel 
con reguladores del desarrollo a 1 wg/l:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
a) Medio de cultivo basal
Sin hormonas 0 0
2,4-D 16 100 2,4-D + kinet. 15 94 ± 6
ANA 14 87 ± 8 2,4-D + BAP 16 100
kinetina 0 0 ANA + Kinetina 9 56 ± 12
BAP 10 62 ± 12 ANA + BAP 16 100
b) Medio con zumo de naranja al 10%
Sin hormonas 15 94 ± 6
2,4-D 16 100 2,4-D + kinetina 16 100
ANA 16 100 2,4-D + BAP 16 100
Kinetina 11 69 ± 12 ANA + kinetina 14 87 ± 8
BAP 15 94 ± 6 ANA + BAP 14 87 ± 8
: IT2 de explantes sembrados por tratamiento: 16 
Peso fresco del explante sembrado: 25-30 mg 
Callos subcultivados durante dos años
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Llegados a este punto del trabajo, podemos extraer como más
importantes los siguientes resultados:
- la luz impide la formación y crecimiento de los callos, por lo que 
la condición de cultivo más adecuada es la oscuridad continua.
- en cultivos en oscuridad, sólo el zumo de naranja, de mandárinas o 
de limón estimulan notablemente el crecimiento de los callos, estando el 
óptimo de zumo en función de su acidez.
- Hl el ácido cítrico, ni tampoco otros compuestos del zumo, como el 
málico, aminoácidos, o vitamina C, solos o en combinación, estimulan el 
crecimiento al mismo nivel que el zumo. De ellos, sólo el cítrico tiene 
efecto importante sobre el crecimiento.
- respecto a los componentes del medio de cultivo base, es necesaria 
la adición de un azúcar para que haya formación y crecimiento de callos.
- en medio basal, la no adición de Ca estimula el crecimiento de los 
callos más que si se añade Ca.
- el medio de cultivo ha de llevar una auxina, preferentemente 2,4-D. 
De no ser así, el crecimiento es muy bajo y, además, el zumo de naranja 
no tiene capacidad de estimular el crecimiento.
- en medio basal o con ácido cítrico, las vesículas presentan mayor 
formación y crecimiento de callos que el albedo. Con zumo de naranja, 
esas diferencias entre albedo y vesículas desaparecen.
- los tejidos de frutos de árboles nucelares presentan una mayor 
respuesta "in vitro" que los de frutos de • una parcela de injerto 
tradicional.
En función de estos últimos resultados, los experimentos' que 
vienen a continuación tienen como base el estudio de la formación y 
crecimiento de callas de albedo de frutos Washington Eavel en la parcela 
de Sagunto y de albedo y vesículas de frutos de la parcela nucelar de 
Almenara. En todos los casos con zumo de naranja o con ácido cítrico y a 
lo largo del desarrollo del fruto.
Este estudio se completará con una aproximación - al 
comportamiento "in vitro" del albedo de frutos de mandarinas en medio con 
zumo de naranja.
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I I I .2.- C ULTIVO "in vitro" DE FR UT OS W. NAVEL  
EN D I S T I N T O  ESTADO DE D E S A R R O L L O
Uno de los principales aspectos estudiados en este trabajo ha 
sido el comportamiento "in vitro", a lo largo del desarrollo del fruto, 
de diversos tejidos (en especial albedo y vesículas) de frutos de naranjo 
dulce Citrus sínensís L. Osbeck, variedad V. Navel, durante varios años 
en dos tipos distintos de parcelas:
1).- Plantación de tipo tradicional, injertada (parcela de Sagunto)
2).- Plantación de árboles nucelares, obtenidos por cultivo 
"in vitro", (parcela de Almenara)
Estos estudios se han desarrollado para:
A).- Diferentes concentraciones de zumo de naranja procedente de 
frutos maduros de esta misma variedad,
B).- Diferentes concentraciones de ácido cítrico añadido en un rango 
que abarca el existente en el zumo utilizado.
Los cultivos se han llevado a cabo a lo largo del desarrollo de 
los frutos (Tabla 35): desde un tamaño inicial de alrededor de 1 cm de 
diámetro (algunas semanas después de la caída de pétalas y el cuajado) 
hasta un tamaño de 6-7 cm de diámetro (mitad de octubre), fecha en la que 
los frutas comienzan a tener apreciables cantidades de zumo y un gran 
desarrollo, aunque todavía lejos de la madurez (que en estos frutos y en 
estas latitudes ocurre hacia enero).
En todos los casos, el medio de cultivo base o basal empleado 
fue el medio modificado a partir del de Murashige y Tucker (1969), 
completado con las distintas concentraciones finales de zumo de naranja 
estudiado, (desde el 5% hasta el 30%) o de ácido cítrico (desde 0.5 ó 1.0 
g/1 hasta 4 g/1).
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TABLA (35).- Tamaño de los. frutos utilizados en cada fecha de 
siembra (*>:
a) parcela de Sagunto:
FECHA DE CULTIVO 0. FRU.TQ {jsa> PESQ FRUTO (g)
2-junio 18.2 3.0
11-junio 23.8 6.2
25-junio 33.5 18.6
30-julio 40.4 31.7
6-agosto 43.4 38.1
27-agosto 49.5 55.2
18-septb. 53.5 61.0
27-septb. 56.2 71.4
4-octubre 58.5 80.2
20-octubre 61.8 97.6
b) parcela de Almenara:
FECHA DE CULTIVO a EEUU SjbéL PESQ EKU.IQ Igl
6-mayo 11.0 0.9
21-Junio 36.9 25.2
18-julio 47.5 48.0
31-agosto 61.2 102.1
6-octubre 70.0 160.5
(*) JTOTA: son datos medios de dos años
El zumo de naranja utilizado en estos cultivos procede de frutos 
maduros V. Havel de la parcela de Sagunto, recogidas y exprimidos entre 
los meses de febrero y marzo. Una vez analizado el zumo, éste se guarda 
en nevera a -20* C hasta su utilización.
Sus características son: - zumo entre el 40 y 48% <p/p>
- acidez entre 0.87 y 1.01
- ác. cítrico entre 0.8 y 1.0 g/100 mi
- índice madurez entre 12 y 13
- ácido ascórbico entre 49 y 52 mg/1
Estos valores están en la línea de los obtenidos por Ortiz et 
al., (1987), para estas fechas y variedad.
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III.2.1.- PLAITACIQI m IIJESTQ TBADICinWAT. (SAGUNTO)
Se encuentra situada en una parcela de la zona de Gaussa, del 
término municipal de Sagunto, y está formada por árboles V. ITavel de 15 
años injertados de forma tradicional sobre patrón de naranjo amargo 
Citrus aurantium no saneados frente a virus.
Con los frutos procedentes de estos árboles se han llevado a 
cabo durante tres años consecutivos cultivos de albedo desde principio de 
junio hasta mitad de octubre, fechas que recogen distintos estadas de 
desarrollo de los frutos.
III.2.1.A.- E f e c t o  d e l  z u m o  d e  n a r a n j a
En los cultivos realizados, se observan varios comportamientos, 
que agrupados en función de los resultados obtenidos son:
1).- Un primer grupo formado por los cultivos de principio y 
mitad de junio (Fig. 44), donde los mayores pesos frescos de los callos 
se obtienen sin diferencias significativas para las concentraciones de 
10, 15 y 20% de zumo en la primera fecha y el 15 y 20% de zumo para la 
segunda.
El porcentaje de callos formados (Tabla 36) es del 100% en la 
segunda fecha de cultivo (excepto para la concentración de 30% de zumo) y 
disminuye progresivamente en la primera fecha.
El crecimiento más bajo tanto en peso fresco como en porcentaje 
de callas formados se da en el 30% de zumo (Fig. 44). Esta concentración 
de zumo es inhibidora del crecimiento para todas las fechas de cultivo, 
con independencia del estado de desarrollo de los frutos.
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FIGURA (44).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes 
fechas; parcela de Sagunto
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TABLA (36).- Cultivo de albedo de frutos V. Favel en medio basal
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes
fechas:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
ZUMO DE NARANJA % ZUMO DE NARANJA %
cultivo princp. 0 20 100 Cultivo a mitad 0 20 100
de junio 5 20 100 de junio 5 20 100
10 20 100 10 20 100
15 16 80 ± 9 15 20 100
20 8 40 ± 11 20 20 100
30 2 10 ± 7 30 2 10 ± 7
2ST2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
2) El segundo grupo de cultivos comprende los realizados a final 
de junio, final de julio y principio de agosto (Fig. 45). Los callos 
formados alcanzan un peso fresco muy similar en las tres fechas, y en 
los óptimos de zumo más elevado que el grupo anterior; obteniéndose de 
forma significativa el mayor crecimiento con el 20 % de zumo (excepto a 
final de junio, donde no difiere del 15% de zumo).
El porcentaje de callos formados (Tabla 37), máximo en los 
cultivos de julio y algo menor en los de agosto, disminuye gradualmente 
en el cultivo de junio al aumentar la concentración de zumo, 
encontrándose en esta fecha la paradoja que donde mejor respuesta de peso 
fresco se obtiene (15 y 20% de zumo), el porcentaje de callos formados no 
supera el 50%.
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FIGURA (45).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes 
fechas; parcela de Sagunto
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TABLA (37).- Cultivo de albedo de frutos V. Jfavel en medio basal
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes
fechas:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
ZUMO DE NARANJA 5í ZUMO DE NARANJA %
Cultivo a final 0 20 100 Cultivo a final 0 20 100
de junio 5 20 100 de julio 5 20 100
10 17 85 ± 8 10 20 100
15 10 50 ± 11 15 20 100
20 7 35 ± 11 20 20 100
30 0 0 30 0 0
Cultivo princp. 0 20 100
de agosto 5 17 85 ± 8
10 18 90 ± 7
15 19 95 ± 5
20 18 90 ± 7
30 4 20 ± 9
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
3).- El tercer grupo, está formado por los cultivos de final de 
agosto y mitad de septiembre. En ellos se produce un descenso en el peso 
fresco de los callos formadas (Fig. 46). A finales de agosto, el mayor 
crecimiento como peso fresco aparece con el 15% de zumo, con diferencias 
significativas respecta a las demás concentraciones.
En cultivos de mitad de septiembre, los mejores resultados en 
peso fresco se obtienen can las concentraciones de 15 y 20 % de zumo, sin 
diferencias significativas entre ellas, y con. pesos similares a los 
obtenidos en el óptimo de zumo del cultivo anterior.
El porcentaje de callos formados en estas fechas va descendiendo 
con el aumento de la concentración de zumo (Tabla 38). En agosto se sitúa 
entre el 70 y 80% y baja más (40%) en septiembre.
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FIGURA (46).- Cultivo de al bedo de frutos V. Navel en medio basal 
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes 
fechas; parcela de Sagunto
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Como en los grupos anteriores, con el 30% de zumo el porcentaje 
de callos y el peso fresco obtenido son muy bajos.
TABLA (33).- Cultivo de albedo de frutos V. llave 1 en medio basal 
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes 
fechas:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
ZUMO DE NARANJA 5í ZUMO DE NARANJA %
Cultivo a final 0 11 55 ± 11 Cultivo a mitad 0 14 70 ± 10
de agosta 5 16 80 ± 9 de septiembre 5 9 45 ± 11
10 16 80 ± 9 10 12 60 ± 11
15 14 70 ± 10 15 9 45 ± 11
20 14 70 ± 10 20 8 40 ± 11
30 5 25 ± 10 30 2 10 ± 7
IT2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg en agosto y 15 mg en septiembre 
Tamafio de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
4).- El cuarto y último grupo de cultivos, queda formado por las 
fechas de final de septiembre y principio y final de octubre, donde los 
mayores pesos frescos de los callos descienden aún más <Fig. 47); estando 
los óptimos en 10% y 15% de zumo, sin diferencias significativas. A final 
de octubre solo se forma algún callo y de bajo peso en el cultivo basal, 
permaneciendo inactivos el resto de cultivos.
El porcentaje de callos formados en las fechas donde hay 
respuesta (las dos primeras) es bastante bajo, siendo casi nulo a partir 
del 15% de zumo (Tabla 39).
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FIGURA (47).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes 
fechas; parcela de Sagunto
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TABLA (39).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal
más zumo de naranja de esta variedad, en diferentes
fechas:
TRATAMIE5T0 CALLOS
(52)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIE5T0 CALLOS
(52)
FORMADOS 
% ± ES
Zimo DE 5ARA5J A % ZUMO DE 5ARA5J A %
Cultivo a final 0 12 60 ± 11 Cultivo princp. 0 7 44 ± 12
de septiembre 5 7 35 ± 11 de octubre 5 7 44 ± 12
10 7 35 ± 11 10 6 37 ± 1 2
15 6 30 ± 10 15 13 81 ± 10
20 1 5 ± 5 20 1 5 ± 5
30 0 0 30 0 0
Cultivos final 0 4 20 ± 9
de octubre 5 0 0
10 0 0
15 0 0
20 0 0
30 0 0
52 de explantes sembrados por tratamiento: 20 en sept. y 16 en octubre
Peso fresco del explante sembrado: 15 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamañas
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Las características más significativas de los resultados 
obtenidos en esta sección de cultivas de albedo de frutos V. ITavel con 
zumo de naranja, son:
El mayor peso fresco de los callos se alcanza entre final de
junio y principio de agosto (Tabla 40) con el 20% de zumo. Los cultivos 
realizados antes o después de estas fechas no alcanzan estos valores de 
peso fresco, disminuyendo gradualmente desde finales de septiembre tanto 
el peso fresco máximo alcanzado como la concentración de zumo en la que 
se da un mejor crecimiento.
La concentración óptima de zumo a lo largo de las fechas de
cultivo se ha situado en general entre el 15 y 20%. A últimos de
septiembre desciende el óptimo hasta el 10% de zumo y ya a final de 
octubre tan solo hay algo de crecimiento en cultivos realizados en medio 
basal.
TABLA (40).- Peso fresco máxima alcanzado para cada fehca de 
cultivo, índice de crecimiento, y concentración 
de zumo óptima para esos valores.
Al be da da frutos da Sagunto:
FECHA CULTIVO Peso fresco* 
máximo (mg)
índice de 
crecimiento
% de zumo 
óptimo
princ. junio a 1176 58.8 10-15-20
mitad junio a 1155 57.7 15-20
final junio b 1638 81.9 15-20
final julio b 1567 78.3 20
princ. agosto b 1656 82.8 20
final agosto a 1186 59.3 15
mitad septb. a 1250 62.5 15-20
final septb. c 706 47.1 10-15
princ. octb. c 621 41.4 10-15
final octb. d 48 3.2 0
(*)HQTA: Valares de la columna con idéntica letra no difieren 
significativamente
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La evolución del porcentaje de callos formados a lo largo de las 
fechas de cultiva para todas las concentraciones de zumo ensayadas queda 
reflejado en la Tabla 41, en la cual la línea trazada separa los valores 
superiores al 50% de callos. Como se observa, en todas las fechas la 
concentración de 30% de zumo es inhibidora para esta medida de 
crecimiento.
A finales de agosto, conforme avanza el desarrollo del fruto va 
disminuyendo gradualmente el porcentaje de callos formados así como la 
concentración de zumo máxima que permite buena formación de callos. 
Desde mitad de septiembre, la adición de zumo de naranja tiende a 
disminuir notablemente la formación de callos, y ya en cultivos de final 
de octubre, la inhibe por completo.
TABLA (41).- Evolución del % de callos formados para cada 
fecha de cultivo con zumo de naranjo.
Al teda, ds. frutas ds Sagú uta:
ZUMO DE HARAJTJ A %
FECHA DE CULTIVO 0 5 10 15 20 30
princ. Junio a 100 a 100 a 100 b 80 c 40 d 10
mitad junio a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 b 10
final junio a 100 a 100 b 85 c 50 c 35 0
final julio a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 0
princ. agosto a 100 b 85 b 90 ab 95 b 90 c 20
final agosto a 55 b 80 b 80 b 70 b 70 c 25
mitad septb. a 70 b 45 ab 60 b 45 b 40 c 10
final septb. a 60 b 35 b 35 b 30 c 5 0
princ. octb. a 44 a 44 a 37 b 81 c 6 0
final octb. a 20 0 0 0 0 0
MOTA: Valores de la misma fila con idéntica letra no difieren 
significati varnent e
En resumen los peores resultadas se obtienen can los frutos más 
grandes o desarrollados. A medida que el fruto crece, el albedo va 
perdiendo su capacidad de respuesta Min vitro", afectándole cada vez más 
de forma negativa la presencia de zumo de naranja en el medio.
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ni. 2. i. B. - E f e c t o  del ác ido cítrico
Paralelamente a los cultivos realizados con zumo de naranja, se 
han llevado a cabo otros con distintas concentraciones de ácido cítrico, 
al objeto de estudiar el crecimiento con este compuesto y ver si puade 
sustituir en alguna fase del desarrollo del fruto el efecto del zumo, al 
ser el principal ácido orgánico presente en él.
Estos cultivos se han desarrollado también con albedo en las 
mismas fechas y con los mismos frutos que los realizados con zumo de 
naranja.
Al igual que en los cultivos con zumo de naranja, también aquí 
se pueden agrupar los cultivos realizados en función del tipo de 
respuesta observada. De esta forma, tenemos:
1).- Un primer grupo formado por los cultivos realizados hasta 
la mitad del mes de junio, en donde se observa que el mayor crecimiento 
medido como peso fresco de los callos formados se alcanza con 2 g/1 de 
cítrico (Fig. 48), con diferencias significativas respecto de las 
restantes concentraciones.
Con ácido cítrico a 3 g/1, el peso fresco de los callos
disminuye a valores cercanos a los obtenidos en el medio de cultivo 
basal, y para 4 g/1 de cítrico apenas hay respuesta.
Por otra parte, el peso fresco obtenido en la concentración 
óptima de cítrico disminuye a medida que se desarrolla el fruto (2 de 
Junio frente a 11 de junio).
En cuanto al porcentaje de callos formados (Tabla 42), éste ha 
sido en general alto, pero descendiendo al 50% en la concentración de 3 
g/1 en el segundo cultivo, y no superando el 25% de callos para 4 g/1 de 
cítrico.
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FIGURA (48).- Cultivo de al bedo de frutos V. Navel en medio basal 
con ácido cítrico: parcela de Sagunto
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TABLA (42).- Cultivo de albedo de frutas V. Eavel en medio basal 
con Áolúa cítrica:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2) % ± ES (N2> % ± ES
AC. CITRICO g/1 AC. CITRICO g/1
Cultivo princp. 0 20 100 Cultivo mitad 0 19 95 ± 5
de junio 1 17 85 ± 8 de junio 1 20 100
2 17 85 ± 8 2 20 100
3 18 90 ± 7 3 10 50 ± 11
4 5 25 ± 10 4 3 15 ± 8
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
2).- El segundo grupo está formada por aquéllos cultivos donde 
el mayor crecimiento en peso fresco de los callos se alcanza en menor 
concentración de cítrico (1 g/1) (Fig. 49), con diferencias
significativas respecto de las restantes concentraciones, excepto a 
finales de junio, en donde la respuesta a 1 g/1 no difirió de la obtenida 
a 2 g/1. En todos los demás casos, la respuesta con 2 g/1 de cítrico 
disminuyó a niveles del medio basal e incluso con inhibición de 
crecimiento para los frutos más desarrollados (27 de agosto).
En este grupo los valores más altos de peso fresco se obtuvieron
en los cultivos de final de Julio y principio de agosto.
Para 3 g/1 de cítrico, el porcentaje de callos no supera el 50%
y el peso fresco de los callos es significativamente menor que el
obtenido en el medio basal. En general la concentración de 4 g/1 de 
cítrico es inhibidora, no existiendo formación de callos (Tabla 43). Para 
los valores de 0, 1 y 2 g/1 de cítrico, el porcentaje de callos supera el 
70%, (excepto a final de agosto, que disminuye).
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FIGURA (49).- Cultivo de al bedo de frutos V. Navel en medio basal 
con ÁQlÚR cítrico: parcela de Sagunto
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TABLA (43).- Cultivo de albedo de frutos W. Navel en medio basal 
con ácido cítrico:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS 
(N2) % ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
AC. CITRICO AC. CITRICO g/1
Cultivo final 0 14 70 ± 10 Cultivo final 0 20 100
de junio 1 16 80 ± 9 de julio 1 20 100
2 17 85 ± 8 2 16 80 ± 9
3 5 25 ± 10 3 3 15 ± 8
4 0 0 4 0 0
Cultivo princp. 0 20 100 Cultivo final 0 14 70 ± 10
de agosto 1 20 100 de agosto 1 13 65 ± 11
2 18 90 ± 7 2 7 35 ± 11
3 10 50 ± 11 3 0 0
4 2 10 ± 7 4 0 0
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
3).- El tercer grupo está formado por los cultivos de albedo 
realizados a finales de septiembre y en dos fechas de octubre (al 
principio y a finales). En este grupo (Fig. 50), la adición de ácido 
cítrico ya no estimula el crecimiento, actuando más bien como inhibidor.
El porcentaje de callos formados en estas fechas es muy bajo 
(Tabla 44), incluso para el medio basal, no existiendo ningún tipo de 
respuesta para 3 y 4 g/1 de cítrico. En la última fecha ensayada, solo en 
el medio basal se forman callos, pero en un % y con un peso fresco muy 
bajos.
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FIGURA (50).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
con ácido cítrico: parcela de Sagunto
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TABLA (44).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel en medio basal 
con Acida cítrica:
TRATAMIENTO CALLOS
<N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
<N2)
FORMADOS 
% ± ES
AC. CITRICO g/1 AC. CITRICO ff/1
Cultivo final 0 12 60 ± 11 Cultivo princp. 0 7 35 ± 11
de septiembre 1 2 10 ± 7 de octubre 1 5 25 ± 10
2 1 5 ± 5 2 2 10 ± 7
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
Cultivo final 0 4 20 ± 9
de octubre 1 0 0
2 0 0
3 0 0 -
4 0 0
12 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco del explante sembrado: 15 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
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En definitiva, los cultivos de albedo de frutos V. tfavel con 
ácido cítrico presentan como más significativas las siguientes 
características:
El mayor peso fresco de los callos se obtiene en el cultivo de 
principio de junio con 2 g/1 de ácido cítrico (Tabla 45), pero con peso 
mucho menor que el alcanzado con zumo de naranja (Tabla 40).
A partir de esa fecha se produce una disminución del peso fresco 
máximo que se mantiene con leves variaciones hasta finales de septiembre. 
A partir de este cultivo vuelve a descender de forma apreciable, con lo 
que el índice de crecimiento se hace aún más bajo.
La concentración óptima de ácido cítrico, que en los primeros 
cultivos es de 2 g/1, baja a 1 g/1 desde julio hasta final de agosto, y a 
partir de esta fecha el mayor crecimiento en peso fresco y % de callos se 
obtiene en el medio basal.
TABLA (45).- Peso fresco máximo alcanzado para cada fecha de 
cultivo, índice de crecimiento, y concentración 
de cítrico óptima para esos valores.
Al bedo de frutos de Sagunta:
FECHA CULTIVO Peso fresco* índice de g/1 de cítrico
máximo (mg) crecimiento óptimo
princ. junio a 578 28.9 2
mitad junio b 347 17.35 2
final junio c 228 11.4 1-2
final julio b 361 18,0 1
princ. agosto c 287 14.35 1
final agosto c 217 10.85 1
final septb. d 78 5.2 0-1-2
princ. octb. d 75 5.0 0
final octb. e 48 3.2 0
(*) HOTA: Valores de la columna con idéntica letra no difieren 
significativamente.
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Respecto de la evolución del porcentaje de callos formados a lo 
largo de las fechas de cultivo (Tabla 46) se observa una gran disminución 
en las concentraciones de 3 y 4 g/1 de cítrico desde las primeras fechas, 
siendo desde final de agosto nula la respuesta.
Para concentraciones de 2 g/1 de cítrico y menores, el descenso 
en el n2 de callos formados a medida que avanza la temporada es más lento 
(línea trazada), aumentando de forma notable esta disminución desde 
finales de agosto, y ya a últimos de octubre tan solo hay respuesta en el 
medio basal.
TABLA (46).- Evolución del % de callos formados para cada fe­
cha de cultivo con ácido cítrico.
Al teda ds. frutas ds Sagunta:
ACIDO CITRICO g/1
FECHA CULTIVO 0 1 2 3 4
princ. junio a 100 b 85 b 85 b 70 c 25
mitad junio a 95 a 100 a 100 b 50 c 15
final Junio a 70 a 80 a 85 b 25 0
final julio a 100 a 100 b 80 c 15 0
princ. agosto a 100 a 100 b 90 c 50 d 10
final agosto a 70 a 65 b 35 0 0
final septb. a 60 b 10 c 5 0 0
princ. octb. a 35 ab 25 b 10 0 0
final octb. a 20 0 0 0 0
ROTA: Valores de la misma fila con idéntica letra no difieren 
significativamente.
De nuevo comprobamos al igual que ocurría con zumo de naranja 
cómo el albedo de frutos grandes de esta parcela de Sagunto responde cada 
vez peor Min vitro", tanto en medio basal como con ácido cítrico.
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III.2.2.- PLAJTACIOB DE ARBOLES BUCELARES (ALMEHARA)
En la segunda parcela estudiada, situada en Almenara y formada 
por árboles nucelares de 7 años, obtenidos por técnicas de cultivo "in 
vitro" y saneados frente a determinados virus, se realizaron cultivos a 
lo largo de la temporada de crecimiento y desarrollo de los frutas, desde 
mayo basta octubre.
III. 2.2. A. - E f e c t o  d e l  z u m o  d e  n a r a n . i a
El zumo utilizado en estos cultivos procede de frutos maduros V. 
Eavel de la parcela de Sagunto.
A. 1.- Cultivo de flavedo: inicialmente se realizaron dos
cultivos, uno a primeros de mayo y otro a mitad de junio. Para no afectar 
este tejida, se disminuyó el grado de esterilización superficial de los 
frutos, lo que ocasionó la aparición de cultivos contaminados no sólo de 
este tejido sino también para los internas de albedo y vesículas, 
contaminados al manipular el flavedo no esterilizado totalmente.
Para evitar este problema de contaminación y por lo tanto de 
viabilidad de los cultivos, se eliminó la siembra y estudio de los 
cultivas de flavedo, y se aumentó el grado de esterilización al nivel que 
se había utilizado anteriormente para poder así sembrar albedo y
vesículas sin riesgos de contaminación.
De los cultivos realizados con flavedo (Tabla 47), en el 
correspondiente a la fecha de primeros de mayo, con frutos de 1.1 cm de
diámetro, se repite el comportamiento de los anteriores cultivos de
albedo: a medida que aumenta la concentración de zumo de naranja aumenta
el peso fresco de los callos formados, situándose en este caso el valor 
más alto para las concentraciones de 15 y 20% de zumo de naranja, sin 
diferencias significativas entre ellas.
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A partir del 20% de zuma, se forman callas can pesa fresca muy 
bajo, en especial para el 30% de zumo, donde además el porcentaje de 
callos es casi nulo.
TABLA (47).- Porcentaje de callos formados y peso fresco medio 
obtenida en cultivo de flavedo de frutos V. Navel 
de árbol es nucelares en medio basal + zumo naranja:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
PESO ± 
FRESCO (mg)
ES
ZUMO DE NARANJA %
Cultivo princp. 0 7 87 ± 12 81.4 16.5
de mayo 5 7 100 571.7 107.1
10 17 100 1038.8 83.4
15 9 100 1304.3 151.5
20 16 89 ± 7 1556.6 80.5
25 10 77 ± 12 405.3 68.6
30 1 12 ± 11 70.0 --
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco de los explantes sembrados: 20 mg
Nota: El porcentaje de callos se calcula sobre el n2 de explantes no. 
contaminados.
En el siguiente cultivo realizado con flavedo, correspondiente a 
fechas de mitad de junio, el grado de contaminación fue mucho mayor,
quedando muy pocos explantes sanos que permitiesen hacer un estudio
fiable del comportamiento de este tejido para fechas más avanzadas en el 
desarrollo de los frutos. Aún así, en aquellos cultivos que no. se
contaminaron, se observa una tendencia de respuesta similar a la
encontrada en el cultivo anterior.
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A.2.- Cultivo de albedo: distribuyendo los cultivos en función 
de los resultados obtenidos tenemos:
1).- En el primer grupo (Fig. 51), el cultivo realizado a 
principio de mayo es el que presenta una mayor diferencia respecto de los 
restantes. Las concentraciones óptimas de zumo están entre 10 y 20% sin 
diferencias significativas entre ellas, con un peso fresco de los callos 
no superior a 1.1 g.
El porcentaje de callos formados, en general alto (Tabla 48), 
fué nulo en los cultivos con 25% de zumo.
TABLA (48).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de árboles
nucelares en medio basal con zumo de naranja, para 
distintas fechas de cultivo:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2) % ± ES (N2) % ± ES
ZUMO DE NARANJA % ZUMO DE NARANJA %
Cultivo a 0 12* 80 ± 10 Cultivo en 32 0 7* 63 ± 14
princp. mayo 5 9* 82 ± 11 semana junio 5 8* 100
10 12* 100 10 4* 100
15 8* 73 ± 13 15 4* 100
20 6* 66 ± 15 20 8* 90 ± 10
25 0 0 25 2 10 ± 7
Cultivo a 0 20 100
mitad julio 5 16* 100
10 18 90 ± 7
15 13 65 ± 11
20 10 50 ± 11
25 6 30 ± 10
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco inicial del explante: 20 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamañas
NOTA (*): el porcentaje de callos se calcula sobre el total de explantes 
no contaminados.
En los siguientes cultivos, tercera semana de junio (donde la 
contaminación de explantes sembrados fue alta por lo ya explicado) y 
tercera semana de Julio, se obtuvo el mayor peso fresca en el 15% de zumo
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FIGURA (51).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de árboles
nucelares en medio basal con zumo de naranja, para 
distintas fechas de cultivo; parcela de Almenara
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(Fig. 51), con valores además mucho más altos que los observados en la 
fecha anterior de cultivo. Sin embargo, el crecimiento de estos cultivos 
desciende bastante para el 20% de zumo.
2),- En el segundo grupo de cultivos <Fig. 52) el mayor
crecimiento en peso fresco de los callos formadas se obtiene sin
diferencias significativas entre ellas para el 10 y 15%, disminuyendo
notablemente el peso con el 20% de zumo.
El porcentaje de callos formados (Tabla 49), en general fué
superior al 70%.
TABLA (49).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de árbol es
nuce lares en medio basal con zumo de naranja, para 
distintas fechas de cultivo:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2) % ± ES (N2) % ± ES
ZUMO DE NARANJA % ZUMO DE NARANJA %
Cultivo a 0 20 100 Cultivo inicio 0 18 90 ± 7
final agosto 5 17 85 ± 8 octubre 5 19 95 ± 5
10 13* 81 ± 10 10 15 75 ± 10
15 13* 81 ± 10 15 18 90 ± 7
20 16 80 ± 9 20 14 70 ± 10
25 15 75 ± 10 25 2 10 ± 7
3T2 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresca inicial del explante: 20 mg y en octubre 15 mg 
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños 
JOTA (*): el porcentaje de callos se calcula sobre el total de 
explantes no contaminados.
Es de destacar que en la última fecha muestreada en esta parcela 
de Almenara, a primeras de octubre (Fig. 52), aparecen unos resultados 
totalmente opuestos a los encontrados anteriormente en estas fechas con 
el otro tipo de parcela estudiada (Fig 47), donde a partir de los 
cultivos de agosto se produce un descenso gradual en el peso fresco de 
los callos a la par que se va diferenciando el albedo de los frutos.
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FIGURA (52).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de
nucelares en medio basal con zumo de naranja, para 
distintas fechas de cultivo; parcela de Almenara
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Así, nos encontramos en la parcela de Almenara en las últimas 
fechas de cultivo, con unos pesos frescos de los callos formadas muy 
elevados y semejantes al cultivo de finales de agosto, obteniendo el 
mayor crecimiento entre el 10 y 15% de zumo sin diferencias 
significativas entre ellas. El porcentaje de callos formados (Tabla 49) 
también es mucho más elevado que el obtenido en la parcela de Sagunto en 
esta fecha (Tabla 39).
Vemos pues que en los cultivos de albedo con zumo de naranja en 
este segunda tipo de plantación, las variaciones de crecimiento 
encontradas a lo largo del desarrollo del fruto no se corresponden 
totalmente con las obtenidas en los cultivos de albedo de frutos del 
primer tipo de parcela estudiado (Sagunto), ofreciendo los cultivos de 
frutos de árboles nucelares un crecimiento más similar entre sí a lo 
largo de todo el ciclo de cultivo.
A.3.- Cultivo de vesículas: hay una evolución gradual del
crecimiento en peso fresco máximo alcanzado, con el valor más alto en el 
cultivo de julio.
Las fechas muestreadas se corresponden con las de los cultivos 
de albedo; y distribuidas en función de los resultados, tenemos:
1).- En los tres primeros cultivos, desde principio de mayo 
hasta mitad de julio (Fig. 53), la concentración de zumo óptima en 
función del peso fresco de los callos formados se situó sin diferencias 
significativas entre ellas para el 15 y 20% de zumo (además del 10% en 
junio). El porcentaje de callos formados fué en todos ellos del 100% 
(Tabla 50). El peso fresco alcanzado aumentó hasta mitad de julio.
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FIGURA (53).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel de
nuce lares en medio basal con zumo de naranja, para 
distintas fechas de cultivo; parcela de Almenara
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TABLA (50).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel de árboles
nucelares en medio basal con zumo de naranja, para
distintas fechas de cultivo:
TRATAMIENTO CALLOS
<N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
ZUMO DE NARANJA % ZUMO DE NARANJA %
Cultivo a 0 16* 100 Cultivo en 35 0 11* 100
princp. mayo 5 11* 100 semana junio 5 12* 100
10 15* 100 10 6* 100
15 17* 100 15 9* 100
20 13* 100 20 4* 100
25 12* 100 25 6* 100
Cultiva a 0 20 100
mitad julio 5 20 100
10 20 100
15 20 100
20 20 100
25 16* 100
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco inicial del explante: 20-25 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamañas
NOTA (*): el porcentaje de callos se calcula sobre el total de explantes 
no contaminados.
2).- En los cultivos de vesículas de finales de agosto y 
primeros de octubre se obtiene el mayor crecimiento en peso fresco con el 
15% de zumo de naranja (Fig. 54), con un comportamiento muy similar en 
las dos fechas. Con la concentración de 20% de zumo ya hay un descenso 
notable en el crecimiento de los cultivas de estas fechas. Por otra 
parte, el porcentaje de callos formados (Tabla 51) es menor que en los 
v. cultivos anteriores.
También con vesículas, al igual que con albedo, en esta parcela 
se obtienen valores de peso fresco muy altos en los cultivas de octubre 
con zumo de naranja, tanto como en cultivos de fechas anteriores, aunque 
el fruto esté más desarrollado.
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FIGURA (54).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel de árbol es 
nuce lares en medio basal con zumo de naranja, para 
distintas fechas de cultivo; parcela de Almenara
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TABLA (51).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel de árboles
nucelares en medio basal con zumo de naranja, para
distintas fechas de cultivo:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
X ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
X ± ES
ZUMO DE NARANJA X ZUMO DE NARANJA X
Cultivo a 0 17 85 ± 8 Cultivo prcpio 0 20 100
final agosto 5 20 100 de octubre 5 20 100
10 20 100 10 20 100
15 17 85 ± 8 15 20 100
20 19 95 ± 5 20 11 55 ± 11
25 17 85 ± 8 25 15 75 ± 10
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco inicial del explante: 20-25 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
Es de destacar, que en todos estos cultivos realizados con 
vesículas, el peso fresco de los callos formados en medio basal es mucho 
más elevado que el obtenido en los correspondientes cultivos de albedo.
En cambio, el peso de los callos de vesículas formados en las 
concentraciones óptimas de zumo no difieren significativamente del 
obtenido con albedo (comparar Figs. 51 y 52 con 53 y 54), a excepción de 
las siembras de mayo y julio donde este crecimiento en cultivos de 
vesículas es mayor que el encontrado para albedo para el mismo medio con 
zumo de naranja.
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Los cultivos con tejidos de frutos V. Havel de esta parcela
nucelar, en medio con zumo de naranja presentan las siguientes 
características para cada uno de los tejidos ensayados:
ALBEDQ:
La concentración óptima de zumo se sitúa en general entre el 10 
y 15%. Todos los cultivos, a excepción de la primera fecha (Tabla 52) 
alcanzan estadísticamente los mismos máximos de crecimiento en peso 
fresco, siendo además en las dos últimas fechas muy superiores a los
obtenidos con albedo de frutos de la parcela de Sagunto (Tabla 40).
De esta forma, el índice de crecimiento más elevado aparece en 
el cultivo de octubre, mientras que en la parcela de Sagunto los cultivos
de este mes no crecían prácticamente nada.
TABLA (52).- Pesa fresco máxima alcanzada para cada fecha
de cultivo, índice de crecimiento, y  Z de zumo 
óptimo para esos valores. Albedo de frutos de 
la parcela de Almenara:
FECHA CULTIVO Peso fresco* índice de % de zumo
máximo (mg) crecimiento óptimo
princ. mayo a 1044 52.2 i-* 0
 i *-» 01
33 semana junio b 1757 87.85 15
mitad julio b 1686 84.3 10-15
final agosto b 1933 96.65 10-15
princ. octb. b 1915 127.6 10-15
(*) HOTA: Valores de la columna con idéntica letra no difieren 
si gni f i cat i vamente
El porcentaje de callos a lo largo de los cultivos realizados y 
en el rango de concentraciones de zumo ensayadas queda por encima del 70% 
en la mayoría de los casas (Tabla 53). Para el 25% de zumo se produce muy 
baja formación de callos, salvo en el cultivo de agosto.
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Es de destacar en estos cultivos de albedo el elevado 
crecimiento alcanzado a final de agosto y sobre todo en octubre, tanto en 
% de callos como en peso fresco de éstos.
TABLA (53). - Evolución del % de callos formados para cada 
fecha de cultivo con zumo de naranja; albedo 
de frutos de la parcela de Almenara;
ZUMO DE UARAUJ A %
FECHA DE CULTIVO 0 5 10 15 20 25
princ. mayo b 80 b 82 a 100 b 73 b 66 0
33 semana junio b 63 a 100 a 100 a 100 a 90 c 10
mitad julio a 100 a 100 b 90 c 65 c 50 cd 30
final agosto a 100 b 85 b 81 b 81 b 80 b 75
princ. octb. a 90 a 95 ab 75 a 90 c 70 d 10
MOTA: Valores de la misma fila con idéntica letra no difieren 
significativamente
VESICULAS:
En cultivos con zumo de naranja los máximos de crecimiento en 
peso fresco que se obtienen (Tabla 54) son muy similares a los alcanzados
con albedo (Tabla 52), a excepción de la primera y tercera fecha de
cultiva, donde el peso de los callos formados a partir de explantes de
vesículas supera significativamente al medido en callos de albedo.
Las concentraciones de zumo en las que se alcanzan estos máximas 
de crecimiento en peso fresco se sitúan en general entre el 15 y 20% de 
zumo en todos los cultivos.
Al igual que el albedo de frutos de esta parcela, las vesículas 
de frutos cultivados con zumo de naranja a final de agosto y 
especialmente en octubre continúan formando callos con un elevado 
crecimiento.
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TABLA (54).- Peso fresco máximo alcanzado para cada fecha
de cultivo, índice de crecimiento, y Z de zumo 
óptimo para esos valores. Vesículas de frutos de 
la parcela de Almenara:
FECHA CULTIVO Peso frescot 
máximo (mg)
índice de 
crecimiento
% de zumo 
óptimo
princ. mayo a 1476 73.8 15-20
33 semana Junio ab 1758 87.9 10-15-20
mitad julio b 2110 105.7 15-20
final agosto b 1848 92.4 15
princ. octb. b 1810 90,8 15
(*) JTQTA: Valores de la columna con idéntica letra no difieren 
significativamente
El porcentaje de callos formados a lo largo de los cultivos de 
vesículas es del 100% en la mayoría de las fechas y concentraciones 
ensayadas (Tabla 55), incluso en los cultivos de octubre con frutos de 
gran tamaño (70 mm de 0).
TABLA (55).- Evolución del Z de callos formados para cada
fecha de cultivo con zumo de naranja; vesículas 
de frutos de la parcela de Almenara:
ZUMO DE ÍARAHJA %
FECHA DE CULTIVO 0 5 10 15 20 25
princ. mayo a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100
33 semana junio a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100
mitad julio a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100
final agosto b 85 a 100 a 100 b 85 ab 95 b 85
princ. octb. a 100 a 100 a 100 a 100 b 55 b 75
IOTA: Valores de la misma fila con idéntica letra no difieren 
s i gni f i cat i vamente
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III.2.2.B.- E f e c t o d e l  á c i d o  c í t r i c o
Los cultivos se llevaron a cabo con los mismos frutos y en las 
mismas fechas que para el estudio con zumo de naranja (desde principio de 
mayo hasta principio de octubre), y también para los tres tipos de tejido 
del fruto inicialmente: flavedo, albedo y vesículas.
Se ha utilizado para todos los cultivos ácido cítrico, en un 
rango más bajo pero con mayor número de concentraciones ensayadas que en 
los cultivos de la parcela de Sagunto.
B. 1.- Cultiva de Flavedo: sólo el primer cultivo, realizadoa
mitad de mayo (Tabla 56), presenta una contaminación baja, por lo que es 
el único de este tejido que se pudo estudiar satisfactoriamente. En las 
demás fechas de cultivo con frutos mayores el grado de contaminación fué 
mucho más elevado.
En todas las concentraciones de cítrico ensayadas (desde 0.5 
hasta 3.0 g/1) se obtiene crecimiento en peso fresco de los callos sin 
diferencias significativas entre ellas pero mayor que la obtenida para el 
medio basal (Tabla 56).
El porcentaje de callos formados (100%) desciende con 2.0 g/1 de 
cítrico y no supera el 25% de callos en la concentración de 3.0 g/1.
Comparando con la tabla de crecimiento de flavedo en medio de 
cultivo con zumo de naranja (Tabla 47), los resultados obtenidos en este 
ensayo con ácido cítrico quedan lejos de poder concluir que el efecto del 
zumo de naranja pueda ser sustituido por el ácido cítrico en este tejido.
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TABLA (56).- Porcentaje de callos formados y peso fresco medio 
obtenido en cultivo de flavedo de frutos W. Navel 
de Arboles nucelares en medio basal con ácido 
cítrico:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS* 
% ± ES
PESO
FRESCO
±
(mg)
ES
ACIDO CITRICO s/i
Cultivo a mitad 0 14 100 103.3 13.5
de mayo 0.5 19 100 355.9 37.2
1.0 15 100 396.0 58.0
1.5 15 100 498.4 79.9
2.0 15 88 ± 8 438.2 50.5
2.5 10 55 ± 12 332.4 49.8
3.0 5 25 ± 10 344.0 67.3
12 de explantes sembrados por tratamiento: 20 
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg
NOTA: El porcentaje de callos se calcula sobre el n2 de explantes 
no. contaminados.
B.2.- Cultiva de Albedo: los cultivos can ácido cítrico en esta 
parcela alcanzan un crecimiento en peso fresco de los callos formados en 
general mayor que el obtenido con frutos procedentes de la parcela de 
Sagunto, destacando los cultivos de octubre.
Distribuyendo las fechas de cultivo en función del tipo de 
respuesta, tenemos:
1).- En la primera fecha muestreada <Fig. 55), con frutos de
mitad de mayo, el mayor peso fresco se alcanza en las concentraciones de
1 y 1.5 g/1 de cítrico sin diferencias significativas entre ellas, debido 
a la gran variabilidad encontrada. El porcentaje de callos formados en 
general supera el 60% (Tabla 57), descendiendo al 16% con cítrico a 2
j i ­
para el cultivo de la tercera semana de junio (Fig. 55), el
mayor peso fresco de los callos se obtiene con 2.0 g/1 de cítrico, con
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diferencias significativas sobre el resto. El porcentaje de callos 
formados al utilizar cítrico en esta fecha no bajó del 75%.
TABLA (57).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de árbol es 
pucelares en medio basal con ácido cítrico:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
AC. CITRICO S/l Ac. CITRICO g/1
Cultivo mitad 0 9* 64 ± 13 Cultivo 32 0 7* 63 ± 14
de mayo 0.5 12* 70 ± 11 semana junio 0.5 13* 80 ± 10
1.0 8* 73 ± 13 1. 0 16 80 ± 10
1.5 12* 75 ± 11 1.5 12* 75 ± 11
2.0 7* 44 ± 12 2. 0 16* 100
2.5 2* 16 ± 10 2.5 20 100
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco inicial del explante: 20 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
NOTA: el porcentaje de callos se calcula sobre el total de explantes 
no contaminados.
2).- En el tercer cultivo (Fig. 47), a mitad de julio, el mayor
peso fresco se alcanza en la concentración de 1.5 g/1 de cítrico,
descendiendo a partir de aquí, no sólo en el peso de los callos sino
también en el porcentaje de éstos (Tabla 58).
En la siguiente fecha de cultivo, a finales de agosto (Fig. 56), 
el mayor crecimiento en peso de los callos aparece sin diferencias
significativas para 1.0 y 1.5 g/1 de cítrico, con un porcentaje de callos 
no inferior al 60% (Tabla 58).
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FIGURA (55).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de árboles 
nucelares en medio basal con ácido cítrico
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TABLA (58).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de árboles 
nucelares en medio basal con ácido cítrico:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
AC. CITRICO g/1 Ac. CITRICO g/1
Cultivo mitad 0 20 100 Cultivo final 0 20 100
de julio 0.5 20 100 de agosto 0.5 20 100
1.0 19 95 ± 5 1.0 13 65 ± 11
1.5 19 95 ± 5 1.5 17 85 ± 8
2.0 13 65 ± 11 2.0 12 60 ± 11
2.5 3 15 ± 8 2.5 16 80 ± 9
Cultivo prin. 0 18 90 ± 7
de octubre 0.5 20 100
1.0 14 70 ± 10
1.5 15 75 ± 10
2.0 16 80 ± 9
2.5 8 40 ± 11
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco inicial del explante: 20 mg y en octubre 15 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
Pero es para el cultivo realizado a primeros de octubre (Fig. 
47) con frutos de 7.0 cm de diámetro, donde lejos de seguir disminuyendo
el óptimo de cítrico y el crecimiento de los callos como ocurría con
frutos de la parcela de Sagunto (Tabla 45), las concentraciones óptimas 
de cítrico siguen estando en 1.5 y 2.0 g/1 y el peso fresco obtenido muy 
alto, más propio de cultivos con frutos de un menor desarrollo.
En cambio, con estas concentraciones de ácido cítrico en
idénticas fechas y con frutos de la parcela de Sagunto no se formaban 
callos (Fig. 50, Tabla 44).
En suma, el comportamiento de albedo de frutos de árboles
nucelares es en parte distinto (sobre todo en frutas de fecbas tardías) 
al encontrado en los cultivos con frutos de árboles de injerto 
tradicional.
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FIGURA (56).- Cultivo de albedo de frutos V. Navel de árbol es 
nucelares en medio basal con ácido cítrico
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B.3.- Cultiva de. Vesículas; eí porcentaje de callos formados y 
su peso fresco son mucho mas elevados en estos cultivos de vesículas con 
ácido cítrico que los estudiados anteriormente con albedo.
Distribuyendo los cultivos en función de los resultados 
obtenidos, tenemos:
1).- Un primer grupo formado por cultivos con crecimiento en 
progresivo aumento. De ellos, en la primera fecha de cultivo (Fig. 57) 
realizada a mitad de mayo con frutos de 15 mm de diámetro, el peso fresco 
de los callos no es elevado, estando el máximo para 1.5 y 2.0 g/1 de 
cítrico sin diferencias significativas.
TABLA (59).- Cultivo de vesículas de frutos V. Navel de 
nucelares en medio basal con ácido cítrico:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
<N2)
FORMADOS 
% ± ES
AC. CITRICO Ac. CITRICO s'i
Cultivo mitad 0 18» 100 Cultiva 32 0 11» 100
de mayo 0.5 20 100 semana junio 0.5 16* 100
1.0 20 100 1, 0 20 100
1.5 20 100 1.5 20 100
2.0 19» 100 2. 0 20 100
2.5 16» 88 ± 8 2.5 20 100
Cultivo mitad 0 20 100
de julio 0.5 20 100
1.0 20 100
1.5 20 100
2.0 20 100
2.5 20 100
N2 de explantes sembrados por tratamiento; 20
Peso fresco inicial del explante: 20-25 mg
Tamafio de los frutos muestreadas: ver tabla de tamaños
(*): porcentaje calculado excluyendo los explantes contaminados.
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FIGURA (57).- Cultívo de vesículas de frutos V. Navel de árbol es 
en medio basal con ácido cítrico
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En los dos siguientes cultivos, realizadas en la 33 semana de 
junio y a mitad de julio, el peso fresco de los callos formados es muy 
elevado (Fig. 57). Se alcanzan valores entre dos y tres veces mayores que 
los obtenidos con albedo en las mismas fechas y frutos (Tabla 61); y 
próximos a los obtenidos en los cultivos con zumo de naranja (Fig. 53).
Los mayores pesos frescos se alcanzan sin diferencias 
significativas con 2.0 y 2.5 g/1 de cítrico. El porcentaje de callos 
formados en estos cultivos fué del 100% (Tabla 59).
2).- Un segundo grupo (Fig. 58) formado por cultivo de últimos 
de agosto y primeros de octubre presenta un crecimiento que disminuye 
respecto del grupo anterior (aunque sigue siendo superior al obtenido 
para albedo, Fig. 56). El mayor peso de los callos se obtiene sin 
diferencias significativas con 1.5 y 2.0 g/1 de cítrico. Ya con 2.5 g/1 
disminuye notablemente este crecimiento.
El porcentaje de callos formados (Tabla 60), máximo en las 
concentraciones menores de cítrico, en general disminuye al aumentar 
éste.
TABLA (60).- Cultivo de vesículas de frutos V.' Navel de árboles 
nucelares en medio basal con ácido cítrico:
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
TRATAMIENTO CALLOS
(N2)
FORMADOS 
% ± ES
AC. CITRICO g/1 Ac. CITRICO g/1
Cultivo final 0 17 85 ± 8 Cultivo princ. 0 20 100
de agosto 0.5 20 100 de octubre 0.5 20 100
1.0 20 100 1.0 20 100
1.5 19 95 ± 5 1.5 15 75 ± 10
2.0 19 95 ± 5 2.0 16 80 ± 9
2.5 16 80 ± 9 2.5 10 50 ± 11
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 20
Peso fresco inicial del explante: 20-25 mg
Tamaño de los frutos muestreados: ver tabla de tamaños
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FIGURA (58).- Cultivo de vesículas de frutos V. lía ve 1 de árboles 
nucelares en medio basal con ácido cítrico
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Las cultivos con frutos de la parcela nucelar con ácido cítrico 
presentan las siguientes características para los tejidos estudiados:
ALBEDQ:
Todos los cultivos tienen crecimiento en peso fresco de los 
callos superior a los 400 mg (Tabla 61), con valores significativamente 
más altos incluso en cultivos realizados a principio de octubre. Sin 
embargo este crecimiento es mucho más bajo que el obtenido con zumo de 
naranja (ver tabla 52).
El índice de crecimiento del cultivo de octubre, lejos de 
disminuir como ocurría con frutos de la parcela de Sagunto (Tabla 45), es 
de los más elevados. La concentración óptima de ácido cítrica en la 
mayoría de los cultivos oscila en torno a 1.5 g/1.
TABLA (61).- Peso fresco máximo alcanzado para cada fecha
da cultivo, índice de crecimiento, y g/1 de ác. 
cítrico óptimo para esos valores. Albedo de 
frutos de la parcela de Almenara:
FECHA CULTIVO Peso fresco* 
máximo (mg)
índice de 
crecimiento
g/1 de cítrico 
óptimo
mitad mayo a 427 21.35 1.0-1.5
33 semana junio b 730 36.7 2. 0
mitad Julio be 619 30.95 1.5
final agosto ac 503 25.1 1.0-1.5
princ. octb. be 688 45.8 1. 5-2.0
(*) UQTA: Valores de la columna con idéntica letra no difieren
significativamente.
El porcentaje de callas formados con ácido cítrico presenta en 
la mayoría de los cultivos y concentraciones valores superiores al 60% 
(Tabla 62), siendo también muy elevada la respuesta en cultivas de 
octubre.
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Al Igual que con zumo de naranja, tampoco con Acido cítrico se 
observa un descenso en la formación de callas y pesa de éstos en la 
concentración óptima a medida que el fruto va aumentando en tamaño y 
desarrollo, lo cual sí ocurría con frutos de la parcela de Sagunto 
(Tablas 45 y 46).
TABLA (62).- Evolución del Z de callos formados para cada 
fecha de cultivo con ácido cítrico. Albedo de 
frutos de la parcela de Almenara:
ACIDO CITRICO g/1
FECHA DE CULTIVO 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
mitad mayo a 64 a 70 a 73 a 75 b 44 c 16
33 semana junio a 63 a 80 a 80 a 75 b 100 b 100
mitad julio a 100 a 100 a 95 a 95 b 65 c 15
final agosto a 100 a 100 c 65 b 85 c 60 be 80
princ. octb. b 90 a 100 cb 70 b 75 cb 80 d 40
ROTA: Valores de la misma fila con idéntica letra no difieren 
significativamente.
VESICULAS:
A excepción de la primera fecha, el resto de los cultivas 
(Tabla 63) incluido octubre, presenta un máximo de crecimiento en peso 
fresco superior a 1 g y en general del doble del obtenido en los cultivos 
de albedo de frutos de esta misma parcela, realizados también con ácido 
cítrico (Tabla 61).
Como viene ocurriendo en esta parcela de Almenara, también los 
cultivas de vesículas con ácido cítrico siguen dando un elevado 
crecimiento de callos con frutos cultivados en octubre.
El crecimiento alcanzado en cultivo de vesículas con ácido 
cítrico (Tabla 63) es en general menor que el obtenido con zumo de 
naranja para vesículas o albedo (Tablas 52 y 54), pero no queda tan
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alejada de ellos como lo estaba el cultivo de albedo con cítrico (Tabla 
61). En definitiva, las vesículas forman más callos y de mayor tamaño que 
el albedo en un medio con ácido cítrico. Los pesos frescos más elevadas 
se obtienen con 1.5 y 2.0 g/1 de ácido cítrico.
TABLA (63).- Peso fresco máximo alcanzado para cada fecha
de cultivo, índice de crecimiento, y g/1 de ác. 
cítrico óptimo para esos valores. Vesículas 
de frutos de la parcela de Almenara:
FECHA CULTIVO Peso fresco* índice de g/1 de cítrico
máximo (mg) crecimiento óptimo
mitad mayo a 663 33.15 1.5
3§ semana junio b 1381 69.0 2.0
mitad julio c 1750 87.5 2.0
final agosto d 1046 52.3 1.5-2.0
princ. octb. d 1101 55.0 1.5-2.0
(*) NOTA: Valores de las misma fila con idéntica letra no difieren
significativamente.
El porcentaje de callos formados a lo largo de estos cultivos, 
es en general como con zumo de naranja (Tabla 47) del 100% (Tabla 64) 
presentando en el cultivo de octubre un pequeño descenso en las 
concentraciones más altas de cítrico.
TABLA (64).- Evolución del % de callos formados para cada 
fecha de cultivo con ácido cítrico. Vesículas 
de frutos de la parcela de Almenara:
ACIDO CITRICO g/1
FECHA DE CULTIVO 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
-imitad mayo a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 b 88
39 semana junio a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100
rimitad Julio a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100
. final agosto a 85 b 100 b 100 b 95 b 95 a 80
princ. octb. a 100 a 100 a 100 b 75 b 80 c 50
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III.3.- CULTIVO "in vitro" DE OTROS CITRICOS
Un último estudio realizado en este trabajo ha sido el del 
comportamiento "in vitro" del albedo de otros frutos cítricos, como son: 
la mandarina Citrus reticulata, variedades clementina fina y mandarina 
oroval, así como de la mandarina satsuma Citrus unshiu variedad Owori, en 
dos fechas distintas del desarrollo del fruto (julio y septiembre).
Los cultivos se han llevado a cabo con zumo de frutos maduros de 
naranja o limón y con zumo de frutos maduros e, inmaduros de la propia 
variedad estudiada (Tabla 65). El estudio se realiza para comparar el 
comportamiento del albedo de estos frutos con el ya estudiado de V. Navel 
con zumo de naranja.
TABLA (65).- Características de los zumos empleados:
TIPO DE. ZUMO & ZUMO ACIDEZ (g/100 cc) 11mi££ MADUREZ
V. navel maduro 48 0.9 - 1.0 12 - 13
(feb.-marzo)
maduro (febr) 44 0.78 14.2
Oroval
inmaduro (octb) 49 2.08 5.7
maduro (febr) 52 0.98 13.2
Clem. fina
inmaduro (octb) 47 2.01 6.0
maduro (enero) 49 0.89 12.9
Satsuma
inmaduro (octb) 56 1.98 4.7
Limón maduro (mercado) 45 5.10 1.6
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ni.3.1.- cas zsm m iakaija i ds maidaruas
III.3.1. A.- C ü l t i Y O  d e C l e m e n í i n a  f i n a
A.l) Para zumo de. frutos maduros (Feb. ) de V. Navel: en los
cultivos de julio, el mayor peso fresco de los callos aparece en el rango 
de 5 a 15% de zumo <Fig. 59) sin diferencias significativas, con 
porcentaje de callas casi nulo desde el 15% de zumo (Tabla 66a).
En los cultivos de septiembre (Fig. 60) hay un crecimiento en
peso similar pero con un índice de crecimiento mayor. No hay diferencias
significativas en el peso de los callos formados en todo el rango desde 
el 5 al 20% de zumo. El porcentaje de callos formados en los cultivos de 
esta fecha es en general menor (Tabla 66b).
A. 2) Con zumo de. frutos inmaduros (octb) de. clementina fina: el
mayor peso fresco de los callos formados se obtiene con el 5% de zumo 
tanto en los cultivos de julio (Fig. 59) como de septiembre (Fig. 60), 
con valores muy similiares.
El porcentaje de callos formados con este zumo es muy bajo o 
nulo en ambas fechas (salvo en julio con zumo al 5%), (Tabla 66).
A.3) Con zima da frutos maduros (Feb), da clementina fina: tanto 
en julio como en septiembre, el mayor peso de los callos se alcanza en el 
rango de zumo de 5 al 15% sin diferencias significativas debido a la alta 
variabilidad de los pesos obtenidos, si bien se observa una mejor 
respuesta en los cultivos de julio con el 15% de zumo (Fig. 59).
El porcentaje de callos formados, en general mayor del 50% 
(Tabla 66), desciende al 6% para la concentración de 20% de este zumo 
para ambas fechas de cultivo.
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TABLA (66).- Cultivo de albeda de frutos clementina fina
en medio basal + zumo de naranja de distintas
especies y variedades:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
<N2> % ± ES <N2) % ± ES
a) Cultivos a altad da julio
TIPO DE MEDIO TIPO DE MEDIO
Basal 13 81 ± 10
Zumo maduro % Zumo inmaduro %
V. navel 5 14 87 ± 8 Clem. fina 5 9 56 ± 12
10 10 62 ± 12 10 1 6 ± 6
15 2 12 ± 8 15 1 6 ± 6
20 2 12 ± 8 20 0 0
Zumo Clement. %
fina maduro 5 11 69 ± 12
10 9 56 ± 12
15 8 50 ± 12
20 1 6 ± 6
b) Cultivos a principia de Septiembre
TIPO DE MEDIO TIPO DE MEDIO
Basal 7 44 ± 12
Zumo maduro % Zumo inmaduro %
V. navel 5 5 31 ± 12 Clem. fina 5 3 19 ± 10
10 3 19 ± 10 10 3 19 ± 10
15 6 37 ± 12 15 0 0
20 4 25 ± 11 20 0 0
Zumo Clement %
fina madura 5 10 62 ± 12
10 11 69 ± 12
15 6 37 ± 12
20 1 6 ± 6
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 16
Peso fresca del explantes sembrado: 20 mg en julio; 15 mg en septiembre 
Tamaño de los frutas: a mitad de julio 0: 20-21 mm; peso: 5-6 g
a principio de septb. 0: 35-40 mm; peso: 21-24 g
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FIGURA (59).- Cultivo de albedo de frutos clementina fina en 
medio basal + zumo de naranja de distintas 
especies y variedades a mitad ds. Julia
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FIGURA (60).- Cultivo de albedo de frutos clementina fina en 
medio basal + zumo de naranja de distintas 
especies y variedades a principio ds. septiembre
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III. 3.1. B. - C u l t i v o d e  M a n d a r i n a  Q r o v a l
También para las mismas fechas, presenta estos resultadoss:
B. 1) Con zimo, dfi. frutos maduras íEeb), de. SL. Navel.: el mayor
crecimiento en peso fresco se obtiene con 5 y 10% de zumo en cultivos de 
frutos de mitad de julio (Fig 61). En cultivos de principio de 
septiembre, el peso más elevado se alcanza con el 10 y 15% de este zumo 
(Fig. 62), con valores más altos que en la anterior fecha.
El porcentaje de callos formadas, superior al 65% en julio, es
casi nulo desde el 15% de zumo, y se sitúa entre el 30 y 45% en los
cultivos de septiembre (Tabla 67).
B. 2) Con zumo dfi. frutos inmaduros (octb) dfi. oroval; al igual que 
ocurría en los cultivos con zumo de frutos inmaduros de clementina fina, 
el mayor crecimiento de los callas formados se alcanza con el 5% de zumo 
tanto en cultivos de julio (Fig. 61) como de septiembre (Fig. 62), siendo 
más elevado el peso fresco alcanzado en esta segunda fecha.
El mayor porcentaje de callas en este caso se obtiene con el 5% 
de zumo en ambas fechas de cultivo (Tabla 67). A partir de esta 
concentración, prácticamente no hay formación de callos con este zumo.
B.3) Al utilizar zumo dfi. frutos maduros (feb) dfi. oroval: en los 
cultivos de julio (Fig. 61) el mayor crecimiento en peso fresco de los 
callos se obtiene en las concentraciones de 5, 10 y 15% de zumo, sin
diferencias significativas.
En los cultivos de septiembre (Fig. 62) en todo el rango dé zümo 
ensayado se obtienen resultados en peso fresco muy semejantes entre sí y 
superiores significativamente a los obtenidos en el medio basal.
El porcentaje de callos formados (Tabla 67), en los cultivos de 
julio es superior al 80% (excepto en el 20% de zumo), mientras que en los 
cultivos de septiembre oscila entre el 44 y 80%.
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TABLA (67),- Cultiva de albeda de frutas mandarina oroval
en medio basal + zumo de naranja de distintas
especies y variedades:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(US) % ± ES <N2> % ± ES
a) Cultivos a mitad da julio
TIPO DE MEDIO TIPO DE MEDIO
Basal 15 94 ± 6
Zumo maduro % Zumo Oroval %
V. navel 5 15 94 ± 6 inmaduro 5 11 69 ± 12
10 11 69 ± 12 10 3 19 ± 10
15 1 6 ± 6 15 2 12 ± 8
20 0 0 20 0 0
Zumo Oroval %
maduro 5 15 94 ± 6
10 15 94 ± 6
15 13 81 ± 10
20 3 19 ± 10
b) Cultivos a ipio de septiembre
TIPO DE MEDIO TIPO DE MEDIO
Basal 8 50 ± 12
Zumo maduro % Zumo Oroval %
V. navel 5 7 44 ± 12 inmaduro 5 11 69 ± 12
10 6 37 ± 12 10 1 6 ± 6
15 5 31 ± 12 15 0 0
20 7 44 ± 12 20 0 0
Zumo Oroval %
maduro 5 11 69 ± 12
10 13 81 ± 10
15 7 44 ± 12
20 8 50 ± 12
US de explantes sembradas por tratamiento: 16
Peso fresco del explantes sembrado: 20 mg en julio; 15 mg en septiembre 
Tamaño de los frutos: a mitad de julio 0: 25-28 mm; peso: 7-8 g
a principio de septb. 0: 40-43 mm; peso: 32-35 g
- 215 -
Pe
so
 
fr
es
co
400 
350 
300 
250 
200 
150 
100
50 
0
0 5 10 15 20 25 30
Zumo (%)
FIGURA (61).- Cultivo de albedo de frutos clementina oroval 
en medio basal + zumo de naranja de distintas 
especies y variedades a mitad ds. 1ulio
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FIGURA (62).- Cultivo de albedo de frutos clementina oroval 
en medio basal + zumo de naranja de distintas 
especies y variedades a principio de. septiembre
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III. 3.1. C. - Cultivo  dfi m a n d a r i n a  s a t s u m a
El albedo de estos frutos es el que peor crecimiento presenta, 
tanto en formación de callos como en peso fresco de éstos en cualquiera 
de los medios ensayados. Sólo se forma algún callo (Tabla 68) y con muy 
bajo peso (Fig. 63 y 64), con independencia del tipo de zumo utilizado. 
Incluso en el medio basal, la respuesta es muy baja.
En resumen, albedo de satsuma apenas forma callos "in vitro", 
mientras que albedo de oroval y de clementina fina sí forma callos , pero 
el peso que alcanzan y el porcentaje formado es mucho más bajo que con 
frutos de V. Eavel.
Ambas mandarinas presentan un comportamiento muy similar: con
zumo de frutos inmaduros el albedo de ambas mandarinas alcanza el mayor 
crecimiento en los callos con el 5% de zumo. Concentraciones mayores 
inhiben drásticamente la formación de callos y el peso fresco de éstos. 
Con zumo de frutos maduros, el mayor crecimiento se alcanza entre el 10 y 
15% de zumo en función de la fecha de cultivo.
Además, en cultivos de Julio responden mucho mejor (sobre todo 
el crecimiento en pesa) a su propio zumo de frutos maduros que al zumo de 
V. Eavel, mientras que en cultivos de septiembre ocurre al contrario.
El porcentaje de callos formados tan solo es elevado (80-90%) en 
cultivos de julio y en medio basal o con zumo de frutos maduros W, líavel 
y Oroval hasta el 5-10% de zumo. En los demás cultivos, los callos 
formados a partir del 5% de zumo representan un porcentaje muy bajo.
En general, los callos formados a partir de albedo de estos 
frutos presentan hasta la concentración óptima de zumo el mismo aspecto 
que los callos de V. tfavel: callos redondeados, blancos o blanquecinas y 
duros; a partir de este valor óptimo son menos redondeados, friables y de 
tonos amarillentos e incluso marrones, como envejecidos.
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TABLA (68).- Cultivo de albedo de frutos mandarina satsuma
en medio basal + zumo de naranja de distintas
especies y variedades:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
(N2) % ± ES (N2> 7# ± ES
a) Cultivos a altad de. iulio.
TIPO DE MEDIO TIPO DE MEDIO
Basal 4 25 ± 11
Zumo maduro % Zumo satsuma %
V. navel 5 1 6 ± 6 inmaduro 5 1 6 ± 6
10 2 12 ± 8 10 0 0
15 3 19 ± 10 15 0 0
20 0 0 20 0 0
Zumo Satsuma %
maduro 5 2 12 ± 8
10 0 0
15 0 0
20 0 0
b) iCultivos a altad de septiembre
TIPO DE MEDIO TIPO DE MEDIO
Basal 1 6 ± 6
Zumo maduro % Zumo Satsuma %
VJ navel 5 1 6 ± 6 inmaduro 5 0 0
10 0 0 10 0 0
15 0 0 15 0 0
20 0 0 20 0 0
Zumo Satsuma %
maduro 5 1 6 ± 6
10 0 0
15 0 0
20 0 0
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 16
Peso fresco del explante sembrado: 20 mg en julio; 15 mg en septiembre. 
Tamaño de los frutos: a mitad de julio 0: 27-30 mm; peso: 15-16 g
a mitad, de septb. 0: 40-43 mm; peso: 32-35 g
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FIGURA (63).- Cultivo de albedo de frutos mandarina satsuma 
en medio basal + zumo de naranja de distintas 
especies y variedades a mitad de. 1ulio
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FIGURA (64).- Cultivo de albedo de frutos mandarina satsuma 
en medio basal + zumo de naranja de distintas 
especies y variedades mitad de. septiembre
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III.3.2.- CULTIVOS COI ZUKD M  LIHDI
III. 3. 2. A.- Con frutos de c l e m e n t i n a  f i n a
El mayor crecimiento en peso fresco de los callos formados en 
cultivos de mitad de julio (Fig. 65) se da con el 3% de zumo y con frutos 
de principio de septiembre (Fig. 66) con el 1.5% de zumo, sin diferencias 
significativas con el control en las dos fechas.
El porcentaje de callos formados es prácticamente nulo a partir 
del 6% de zumo de limón (Tabla 69).
III. 3.2. B.- Con frutos de m a n d a r i n a  o r o v a l
El albedo de estos frutos con zumo de limón en el medio se 
comporta de forma muy similar al caso anterior en los cultivos de Julio, 
y con un mayor peso en el cultivo de septiembre, donde el óptimo se da 
con el 1.5% de zumo (Fig. 66).
El porcentaje de callos formados, algo mayor con esta variedad, 
es nulo desde el 9% de zumo de limón en cultivos de julio y desde el 6% 
de zumo con frutos de septiembre (Tabla 69).
III. 3.2. C.- Con frutos de m a n d a r i n a  s a t s u m a
El crecimiento en este caso es todavía peor que con zumo de 
naranja y mandarina. De todos los cultivos realizados con zumo de limón, 
solo hay un callo formado con zumo al 1.5% en septiembre. En el resta no 
existe ningún tipo de respuesta (Tabla 69).
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TABLA (69).- Cultivo de albedo de frutos de diferentes cítricos 
en medio basal + zumo de limón:
TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS TRATAMIENTO CALLOS FORMADOS
<N2) % ± ES <N2) % ± ES
a) Cultivos a altad de ■fulio
FRUTO SATSUMA FRUTO CLEMENT. FINA
Zumo limón % Zumo limón %
0 4 25 ±- 11 0 13 81 ±' 10
3 0 0 3 11 69 ± 12
6 0 0 6 2 12 ± 8
9 0 0 9 0 0
12 0 0 12 0 0
FRUTO CLEHENT. OROVAL ■
Zumo limón %
0 15 94 ± 6
3 15 94 ± 6
6 8 50 ± 12
9 0 0
12 0 0
b) Cultivos a prlciclpia de. septiembre
FRUTO SATSUMA FRUTO CLEMENT. FINA
Zumo limón % Zumo limón %
0 1 6 ± 6 0 7 44 ± 12
1.5 1 6 ± 6 1.5 6 37 ± 12
3 0 0 3 10 62 ± 12
6 0 0 6 0 0
8 0 0 8 0 0
FRUTO CLEMENT. OROVAL
Zumo limón %
0 8 50 ± 12
1.5 10 62 ± 12
3 10 62 ± 12
6 0 0
8 0 0
N2 de explantes sembrados por tratamiento: 16
Peso fresco del explante: 20 mg en julio: 15 mg en septiembre
Tamaño de los frutos: ver tablas anteriores
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FIGURA (65).- Cultivo de albedo de frutos de diferentes cítricos 
en medio basal + zumo de limón, a mí tad de. julio,
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Por último, resumiendo los resultados obtenidos en estas dos 
secciones finales del trabajo para diferentes tejidos, parcelas y frutos, 
tenemos:
- en cultivos de albedo, el zumo de naranja estimula el crecimiento 
de los callos mucho más que el ácido cítrico. Esta diferencia se mantiene 
a lo largo del desarrollo del fruto.
- en la parcela de Sagunto, el albedo de los frutos más desarollados 
responde cada vez peor al cultivo Min vitro", mientras que en la parcela 
de Almenara la respuesta de los tejidos de frutos desarrolladas se 
mantiene al mismo nivel que la de frutos más jóvenes, e incluso tiende a 
aumentar en algunos cultivos.
- se confirma a lo largo del desarrollo del fruto que en un medio 
basal o con cítrico, las vesículas presentan mayor formación de callas y 
sobre todo mayor crecimiento de éstos que el albedo, mientras que con 
zumo de naranja esas diferencias se reducen casi por completo o llegan a 
desaparecer.
- por último, el albedo de frutos Washington ITavel, en un medio con 
zumo de naranja forma más callos y con un crecimiento mucho más elevado 
que el albedo de frutos de mandarinas. De nuevo, para estos frutos, se 
vuelve a obtener que el óptimo de zumo está estrechamente relacionado con 
su acidez, y que los tejidos de frutos jóvenes responden mejor "in vitro" 
que los frutos de mayor desarrollo.
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IV.1.- EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO
De todos los factores estudiados en este apartado sobre el 
comportamiento "in vitro" de los tejidos del fruto de V, Navel, aquéllos 
que tienen un mayor efecto sobre el crecimiento de los callos formados 
han sido el cultivo en oscuridad, la adición de zumo de naranja o de 
ácido cítrico, la presencia de un azúcar y la adición de una auxina, en 
especial el 2,4-D.
IV.1.1.- EFECTO LUZ-OSCURIDAD
Los resultados obtenidos están en la línea de lo encontrado por 
otros autores (Murashige y Tucker, 1969; Brunet e Ibrahim, 1972; Más y 
Alfonso, 1981) con otros cítricos. La oscuridad claramente favorece la 
multiplicación celular en éstos y otros cultivos de cítricos, ya que los 
callos formados bajo estas condiciones presentan un desarrollo mucho 
mayor y con diferente aspecto que en condiciones de luz.
La luz en general inhibe lá formación de callos a partir de 
tejidos de fruto y disminuye bastante el crecimiento de los callos 
formados a partir de segmentos de tallo, hoja y raíz en varias especies 
de cítricos (Más y Alfonso, 1981). Esto contrasta con lo obtenido por
Tisserat y Galletta <1987), quienes observan que en cultivo de vesículas
de limón la luz no parece impedir la formación de callos, aunque éstos 
crecen muy poco.
En nuestro caso, no solo encontramos que el desarrollo de callos
es mucho menor con luz que en oscuridad continua, sino que además la
adición de zumo de naranja al medio de cultivo en condiciones de luz 
impide la formación de callos a partir de frutos V. Navel (Tabla 5).
La inhibición del crecimiento por parte de la luz <y sobre todo 
en medios con zumo de naranja), medido como formación de callos o como 
desarrollo de éstos, podría ser debida a la existencia de polifenoles y 
de altos niveles de Fenilalanina amonio liasa (PAL), enzima muy activo a 
la luz e implicado en la síntesis de compuestas fenólicos (Brunet e 
Ibrahim, 1972).
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El hecho de que no se produzcan callos a la luz o que el 
crecimiento de éstos sea mínimo también puede ser debido a la presencia 
de flavonoldes (muy escasos en callos cultivados en oscuridad) que 
tendrían efecto inhibidor de la formación de callos y de la 
diferenciación celular (Kordan y Morgenstern, 1962; Altman et al., 1982). 
T este efecto creemos sería amplificado en aquellos cultivos en luz con 
zumo de naranja (donde hay gran cantidad de flavonoides) a la vista de 
los resultados obtenidos.
17.1.2.- EFECTO DEL ZUTO DE WABAffJA Y DEL ACIDO CITRICO
Como se aprecia en las Figs. 8 - 9 y en las fotografías C - D,
el crecimiento de los callos de explantes primarlos de albedo y el 
subcultivo de callos con ácido cítrico y sobre todo con zumo de naranja 
es mucho mayor que el obtenido en medio basal. Así, en medio basal se 
obtiene un peso fresco de casi 100 mg en los callos formados a partir de 
albedo y cerca de 200 mg en subcultivo de callos. En cambio cuando el 
medio lleva ácido cítrico en la concentración óptima se llega a obtener 
callos de casi 400 mg para albedo y 600 mg en subcultivo de callos, y 
cerca de 1500 mg cuando se utiliza zumo de naranja también en la 
concentración óptima. Estos datos confirman inicialmente la distinta 
estimulación del crecimiento debida al zumo de naranja y al ácido 
cítrico, y que éste último no sustituye el efecto del zumo.
Este distinto crecimiento con cítrico o con zumo de naranja va a 
depender del tejido sembrado (albedo, vesículas o flavedo), del estada de 
desarrollo de los frutos de los que se obtiene el tejido y del tipo de
parcela o árboles de los que proceden los frutos, como se ha visto a lo
largo de este trabajo.
También Einset (1978a) encuentra diferencias de estimulación del 
crecimiento entre el zumo de naranja y el ácido cítrico para distintas 
especies y variedades de cítricos (limón, pomelo, cidro, naranja Shamouti 
y naranja Valencia); sin embargo, estas diferencias y el crecimiento 
alcanzado son mucho menores cuantitativamente que las obtenidas por 
nosotros para V. ITavel.
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Todo esto viene a reflejar el distinto crecimiento que puede 
alcanzar un mismo tejido cuando procede de diferentes tipos de frutos, 
por lo que no se puede generalizar a todos los cítricos los resultados 
obtenidos.
Con zumo de naranja, en los cultivos realizadas con albedo se 
ir han alcanzado índices de crecimiento de 80 (parcela de Sagunto) y 
superiores en la parcela de Almenara (105 para albedo, 127 para 
vesículas). En cambio con ácido cítrico en el medio se alcanzan índices 
de crecimiento de 28 para albedo (parcela de Sagunto) y también más 
elevados (45 para albedo, 87 para vesículas) en la parcela de Almenara.
Con estas datos se confirma también el diferente crecimiento que 
presentan los callos procedentes de tejidos de albedo y vesículas, además 
de la importancia que adquiere sobre este hecho el origen del fruto o 
tipo de parcela. Por tanto, el efecto del zumo de naranja y su 
sustitución o no por el ácido cítrico se ha de estudiar teniendo muy en 
cuenta estos dos factores: el tejido y la procedencia del fruto.
Sobre el efecto estimulador del crecimiento en peso fresco
debido al zumo de naranja y su posible implicación en ello del ácido 
cítrico existe una controversia importante. Erner et al., (1975 y 1981) 
consideran que el cítrico es el responsable de este efecto y que además 
es capaz de sustituir al zumo, mientras que Einset (1978a, 1978b) indica 
que puede participar de esa estimulación, pero que no lo sustituye, y que 
• existen otras sustancias que también intervendrían en ese efecto
espectacular del zumo y que incluso podrían ser las verdaderamente 
responsables, a una concentración tan baja como 1 mg/1 (Einset, 1978b).
En nuestro trabajo, como queda reflejado en las figuras y tablas
dé este apartado y en las referentes al estudio de la variabilidad de
respuesta en función del tamafio del fruto, no encontramos cultivo alguno 
donde el ácido cítrico sea capaz de sustituir el efecto del zumo de 
naranja: ni en albedo de frutos de la parcela de Sagunto (Tablas 40 y 45) 
o albedo de frutos de la parcela de Almenara (Tablas 52 y 61), ni tampoco
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en cultivos de vesículas (Tablas 54 y 63, aunque en este caso las 
diferencias son mucho menores).
Además, dado que las diferencias de crecimiento en los óptimos 
de zumo y de cítrico son tan grandes (especialmente para albedo), creemos 
que existe otra u otras sustancias que intervienen en el efecto
estimulador del zumo de naranja junto con el ácido cítrico, que podría 
ser sintetizada "in vitro" por los cultivos de vesículas pero no por las 
de albedo y que, como se ha visto en resultados, no es ninguna de las 
ensayadas en este trabaja.
Que el cítrico es parte importante de la estimulación del zumo 
en el crecimiento de explantes de albedo, flavedo y vesículas queda 
reflejado en los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, donde 
hemos visto que la acidez (debida casi en exclusiva al cítrico) del zumo 
es un factor clave. Otras sustancias que también forman parte del zumo, 
como ácido málico, ácido glutárico, ácido ascórbico, aminoácidos,
azúcares etc, no llegan a producir los mismos efectos que el ácido
cítrica.
£1 hecho de que diferentes autores encuentren resultados
distintos sobre la participación a importancia del ácido cítrico en el 
efecto estimulador del zumo creemos que puede ser debido no solo al 'tipo 
de fruto en el que se realiza el estudio, sino también al tipo de 
explante sembrado. Así, para explantes primarios de frutos V. Navel
obtenemos que el ácido cítrico no es capaz de sustituir el efecto del 
zumo. En cambio, Erner y Reuveni (1981) trabajando con explantes
procedentes de _ subcultivos de callos de albedo de frutos Shamouti
obtienen que ese efecto sí puede ser sustituido por el cítrico.
A este nivel de explante puede estar la clave de las diferencias 
encontradas. Así, nosotros en cultivos de vesículas y en cultivos de 
callos de albedo de V. Navel subcultivados al menos un año, aunque el 
cítrico sigue sin sustituir al zumo, hemos obtenido una menor diferencia 
(sobre todo en vesículas) en el crecimiento como peso fresco entre añadir 
al medio zumo de naranja o ácido cítrico que cuando el estudio se realiza
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con explantes de albedo procedentes directamente del fruto (sea de una u 
otra parcela).
Parece que el comportamiento del tejido cultivada Min vitro" o 
la capacidad de éste para sintetizar determinados compuestos necesarios 
para su crecimiento y presentes en el zumo de naranja, fuese distinta en 
 ^el albedo obtenido directamente del fruto que en los callos de albedo 
subcultivados varias veces. Además, estas diferencias son más acusadas en 
albedo que en vesículas, pues como se ve (Tablas 61 y 63), éstas 
responden mucho mejor que el albedo, ya sea en medio basal o con cítrico.
Este hecho puede ser debido a la probable capacidad que 
presenten las vesículas para sintetizar "in vitro" compuestos del zumo 
. que mejoren la estimulación producida con sólo ácido cítrico, mientras 
, :que el albedo no sea capaz, y por ello en este tejida sólo observamos la 
. estimulación producida por el cítrica.
IV.I.3.- EFECTO DE DIFERENTES ZUMDS
El albedo de frutos V. Eavel cultivado en dos fechas distintas 
con zumo de frutos maduros de diferentes especies y variedades de 
■ cítricos presenta un comportamiento y crecimiento muy similares con zumo 
-. de naranja y mandarinas (Figs. 10 y 11). Las concentraciones óptimas e 
c inhibidoras de zumo son también muy semejantes (con alguna diferencia 
para zumo de clementina fina y de oroval, debidas a la acidez del zumo). 
Con estos zumos de acidez parecida, es la época de cultivo y, por tanto, 
el nivel de desarrollo del fruto muestreado lo que va a condicionar el 
crecimiento encontrado.
Los zumos utilizados (excepto limón) pertenecen a frutos con 
índice de madurez alto y muy semejante, con acidez entre 0.78 y 1.0.
Con zumo de oroval, en las das fechas de cultivo el 30% de éste 
Inhibe mucho menos el crecimiento medido como porcentaje de callos y peso 
fresco que los otros zumos de mandarinas o naranja. Este resultado parece 
estar relacionado con la menor acidez del zumo de oroval (0.78 g
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cítrica/100 mi de zumo). Para una misma concentración de zumo (30%) el de
menor acidez contiene, entre otros factores, menos ácido cítrico y,
puesto que éste es uno de los principales responsables de la estimulación 
ejercida por el zumo, a concentraciones ya saturantes de zumo la
inhibición del crecimiento (debida al cítrico) será menor en el más baja
acidez .
En el mismo sentida podemos explicar la respuesta obtenida con 
zumo de linón, de acuerdo con su mayor acidez. El peso fresco de los 
callos y sobre todo el óptima de zumo en el que se obtiene el mayor 
crecimiento (Fig. 12) son menores que los hallados para zumo de naranja y
mandarinas. . - .
En conjunto, hemos encontrado una estrecha relación entre el 
grado de acidez del zumo y la concentración óptima de éste para aumentar 
el crecimiento de los callos o inhibirlo. Así, el mayor crecimiento con 
zumo de limón se obtiene en ambas fechas de cultivo para el 3% de zumo, 
mientras que oscila entre el 15 y el 20% para zumo de naranja y 
mandarinas, que presentan una acidez libre 5 veces menor que el de limón 
(y con ello cerca de 5 veces menos ácido cítrico y otros compuestos que 
intervienen en la estimulación del crecimiento por parte del zumo).
Debido a la mayor acidez del zumo de limón, con el 6% de éste ya
se obtiene inhibición en la formación de callas y del crecimiento en peso
fresco. En cambio, con zumo de naranja o mandarinas se han de superar 
concentraciones de zumo de nuevo 5 veces mayores (30%) para obtener 
también el mismo grado de inhibición.
También en cultivos de mandarinas (apartado III.3) hemos 
encontrado que con zumo procedente de frutos aún inmaduros la 
concentración óptima de zumo que más estimula el crecimiento es menor que 
la concentración de zumo de frutos maduras.
De éstos resultados deducimos que la sustancia o sustancias 
presentes en el zumo de naranja (y en general de cítricos) causantes de 
la gran estimulación del crecimiento por parte del zumo, aparecen más 
concentradas en el zumo de frutos inmaduros o en el zumo de más acidez.
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Esto apoya con más fuerza la hipótesis de que el ácido cítrico (más 
abundante en limón y en naranjas inmaduras) sería uno de los principales 
responsables del efecto estimulador del zumo. Sin embargo, no puede 
considerarse como el único factor Implicado, ya que la adición de ácido 
cítrico en cultivos de albedo y vesículas no sustituye totalmente el 
efecto del zumo.
IV.1.4.- EFECTO DE ACIDOS QSGAI1CQS I ASCQKB1CQ 
IV. 1.4.1.- A c i d o  c í t r i c o  / f l s c ó p b i c ú  
Los cultivos realizados para albedo, vesículas y callos, 
muestran que la adición al medio de cultivo de cítrico sólo (Figs, 13, 
-14, 15 y 16), aunque estimula el crecimiento de los callos, no es
• suficiente para sustituir el efecto del zumo de naranja. Por otra parte, 
ningún efecto tiene la adición de sólo ascórbico al medio basal.
Tampoco la adición conjunta al medio de cultivo de ácido cítrico 
y de ácido ascórbico (vitamina C), ambos a las concentraciones presentes 
en el zumo de cítricos, muestra que haya interacción de estos dos 
compuestos capaz de sustituir el efecto del zumo de naranja en ningún 
tipo de cultivo ensayado. Es más, la adición de ascórbico prácticamente 
no modifica el crecimiento alcanzado con sólo ácido cítrico, llegando 
r incluso a inhibir en algún caso.
iv.1.4.2.- o t r o s  ác.i das orflán i c as.
La utilización de ácido nálico y ácido glutárico también solos o 
en conjuntamente con ascórbico y a las mismas concentraciones que el 
cítrico, muestra igualmente que no hay estimulación del crecimiento 
semejante a la obtenida al utilizar zumo de naranja. Aunque con málico 
áumenta progresivamente el crecimiento en peso (Fig. 17) y con valores 
próximos a los alcanzados con cítrico en esas mismas fechas (Fig. 49), 
éstos quedan muy por debajo de los obtenidos con zumo de naranja.
En los trabajos de Erner et al., (1981), es la fracción de 
ácidos orgánicos del zumo de naranja Shamouti y de naranja de lima dulce 
la que tiene mayor efecto sobre el crecimiento, mientras que las
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fracciones con azúcares y aminoácidos no lo afectan. Puesto que la casi 
totalidad de la fracción de ácidos orgánicos está formada por cítrico y 
algo de málico, éstos podrían ser los responsables de la estimulación 
debida al zumo.
Sin embargo, estos mismos autores comprobaron que en subcultivo 
de callos de albedo de naranja Shamouti con zumo de naranja, a medida que 
aumentaba la concentración de zumo en el medio, se producía junto con el 
mayor crecimiento., de los callos una acumulación del ácido málico en el 
tejido de albedo y una rápida metabolización del ácido cítrica. Esto 
indica que el principal ácido orgánico utilizado para el crecimiento de 
estos tejidos "in vitro" es el cítrico, y el málico contribuiría en mucha 
menor proporción, ya que se acumula.
Por ello, según estos autores y también de acuerdo con nuestros 
resultados, una posible interacción cítrico-málico tampoco sustituiría 
por completo el efecto del zumo. Otros ácidos orgánicos como oxálico, 
malónico y succínico no sufrían variaciones en su concentración, por lo 
que tampoco eran utilizados metabóllcamente.
IY.1.4.3.- O x i d a c i ó n  d e l  A s c ó r b i c o
La oxidación del ácido ascórbico del zumo por 2,6-DCPIP 
disminuye el crecimiento de los callos formados en un medio con zumo de 
naranja al 10% (Fig. 19A). La posterior adición de ascórbico no permite 
recuperar totalmente el crecimiento en peso antes alcanzado. Por otra 
parte, en un medio con ácido cítrico a 1 g/1 la oxidación del ascórbico 
exógeno añadido no modifica significativamente el crecimiento en peso 
fresco obtenido con cítrico sólo o con ascórbico (Fig. 19C).
Estos resultadas podrían indicar que el ácido ascórbico 
existente en el zumo, libre o asociado a otros compuestos, podría ser 
otro factor importante implicado en el efecto estimulador del zumo, 
mientras que el añadido exógenamente no sería apenas utilizado como 
factor adicional de estimulación.
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Par otra parte, el 2,6-DCPIP podría estar oxidando otros
compuestos además del ascórbico natural tal vez implicados también en la 
estimulación del zumo, por lo que la sola reposición del ascórbico 
oxidado del zumo no sería suficiente para recuperar el crecimiento debido 
al zumo intacto.
El ácido ascórbico o vitamina C no solo no estaría
, interaccionando con el ácido cítrico en la estimulación del crecimiento 
jde los callos, sino que utilizado a concentraciones no fisiológicas como 
1 g/1 impide la formación de callos en cultivo de tejidos de vesículas, 
de tal forma que se mantiene la integridad de éstas para estudiar su
fisiología "in vitro" (Tisserat y Galletta, 1987).
IV.1.5.— EFECTO PE AZPCAKKS
La sacarosa es la fuente de carbono más utilizada en cultivo "in 
vitro". Los explantes en estos cultivos requieren, máxime en condiciones 
de oscuridad, una fuente externa de carbono y energía, y la sacarosa
aparece en general como la más adecuada (Giladi et al., 1977). La gran
mayoría de los medios nutritivos contienen sacarosa entre 2% y 4%.
En cultivo de cítricos (limón, cidro, pomelo, naranja Shamouti). 
HuTashige y Tucker (1969) recomiendan usar la concentración de 5% de
-sacarosa. No obstante este valor puede ser modificado en función de la
respuesta fisiológica que se busque y del material de trabajo de partida.
Así, en cultivos de anteras de cítricos (Hidaka, 1984) se
utiliza sacarosa a 2 y 3% para obtener una buena formación de embrioides, 
mientras que si se desea una buena producción de callos en estos cultivos 
se ha de elevar la concentración de sacarosa a 8 y 9% y en ocasiones al 
10%. De este estudio, llevado a cabo en Poncirus trifolíata, Citrus
zaurantium y Citrus sinensis, var. Trovita, se deduce que las necesidades 
de azúcar son distintas no solo entre diferentes especies, sino dentro de
la misma variedad, por lo que el factor genotipo va a tener una gran
importancia en la respuesta "in vitro".
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En nuestro caso, los cultivos realizados con albedo y vesículas 
de frutos V. Navel muestran que esta variedad responde en un medio con 
cítrico a 1 g/1 a un rango amplio (3 a 7%) de sacarosa y glucosa. En 
medio basal, la glucosa presenta un rango más estrecho (entre 3% y 5%). 
En todos los casos, la peor respuesta se obtuvo al utilizar fructosa, 
llegando ésta incluso a inhibir el crecimiento y la formación de callos, 
especialmente cuando se añade al 77».
Einset (1978a) encuentra en cultivo de albedo de cidro como 
óptima la concentración de 5% de sacarosa y en cultivo de vesículas el 
8%, tanto en medio basal como con zumo. Cuando en el medio hay zumo de 
naranja, se acentúan las diferencias de crecimiento en peso fresco entre 
el valor óptimo de sacarosa y el resto de las concentraciones de azúcar, 
especialmente de las más bajas, al igual que sucede en nuestro caso 
cuando el medio de cultivo lleva cítrico (Fig. 21).
El azúcar estaría aportando las necesidades nutriclonales
mínimas para el crecimiento y el zumo de naranja o en su caso el ácido 
cítrico potenciarían un crecimiento mucho mayor. Por otra parte, si no 
hay azúcar en el medio (al menos a 1 ó 3 g/1) el cítrico (añadido a una 
concentracción equiparable a la que tiene en el zuma de naranja) no tiene 
capacidad para aumentar ese crecimiento (sea en albedo o vesículas, Figs. 
21 y 22).
Podría pensarse que la sacarosa del zumo de naranja junto con el 
ácido cítrico serían los responsables del efecto estimulador del zumo; 
sin embargo, en trabajos que hemos .realizado y no publicados aún, medias 
de cultivo con zumo de naranja y sin sacarosa exógena o con ésta a l%Lno 
estimulan el crecimiento de los callos mucho más que el medio basal.
En definitiva, tanto zumo como cítrico precisan de la adición de
un azúcar al medio, principalmente sacarosa, para estimular el
crecimiento de los callos.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Einset (1978a) 
en cultivo de vesículas y albedo de cidro: sin sacarosa en el medio de
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cultivo g con ésta Incluso al 2% (el óptimo lo obtuvo entre el 5 y 8%) el 
zumo de naranja tiene muy poco efecto estimulador del crecimiento de los 
callos formados, descartándose de esta forma que la sacarosa del zumo sea 
la responsable o partícipe de esa estimulación.
Concentraciones de 4% de sacarosa en un medio muy simple a base 
de Ca-K producen rápidamente formación de callos en cultivos de vesículas 
de limón maduro (Kordan, 1977), mientras que en cultivos sin sacarosa no 
se produce actividad mitótica o proliferación celular, de donde se deduce 
la necesidad de añadir un azúcar al medio.
En cultivo de yemas de Citrus sínensis var. Shamouti, Giladi et 
al., (1977), encontraron que las concentraciones bajas de sacarasa o su 
omisión promovían la formación de callos en la zona de abscisión y se 
inhibía el crecimiento del brote, mientras que concentraciones del orden 
de 4 y 5% eran necesarias para el crecimiento de los brotes, inhibiéndose 
la formación de callos.
Debido a las características osmóticas del azúcar cabría pensar 
que estos resultados fuesen debidos a una variación del potencial 
osmótico del medio. Sin embargo, la adición de manitol no produjo el 
mismo efecto. En este mismo sentido, la utilización de manitol en el 
medio de cultivo no pudo sustituir el efecto de la sacarosa encontrado 
por HUff (1983) del aumento de clorofila en explantes de flavedo de 
Citrus slnensís y Citrus paradisi a la luz y sin nitrógeno en el medio. 
Todo esto nos lleva a pensar que la sacarosa no actúa únicamente como 
fuente de energía, sino que puede estar interaccionando en procesos 
morfogenéticos.
En cultivo de vesículas de limón, Tisserat y Galletta (1987) 
encuentran los mejores resultadas con sacarosa y los peores con fructosa. 
Además, concentraciones tan bajas de sacarosa como 0.1% controlan la 
respuesta "in vitro" de formación de callas. Cultivos de vesículas a esta 
concentración de sacarosa no forman callos y permiten realizar un estudio 
fisiológico de la vesícula como tal. A partir de 1% de sacarosa se forma 
en general el 100% de callos en estos cultivos.
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Cada vez se ve más apoyada la Idea de que la formación de callos 
así como la organogénesis y embrlogénesis puede llegar a depender de las 
cantidades y tipo de carbohidrato en el medio, más incluso a veces que a 
un particular balance hormonal.
En cualquier caso, no debe descartarse la contribución que 
puedan aportar los tratamientos hormonales, como lo pone de manifiesto el 
efecto del 2,4-D en este trabajo, que se discutirá más tarde.
Algunas autores (Giladi et al., 1977) sugieren que el balance de 
sacarosa puede afectar a la acumulación de ácido abscísico (ABA) en los 
cultivos a niveles críticos para la inducción o inhibición de callos. El 
efecto combinado de ABA y sacarosa a baja concentración, que produce una 
mayor formación de callos en cultivos de yemas, apoyaría esta idea.
IV. 1.6.- EFECTO DEL Ca Y DEL EDTA
Por su implicación en procesos de división celular (Ca) y por su 
capacidad secuestrante (EDTA) hemos estudiado, tanto en medio basal como 
con zumo o cítrico, el efecto de estos dos componentes del medio de 
cultivo.
A) Las dos fuentes de calcio utilizadas (cloruro y nitrato) 
producen un crecimiento de los callos idéntico, con los mejores 
resultados en peso fresco en ausencia de Ca o a muy baja concentración (1 
mM, Fig, 23). Concentraciones algo más elevadas de calcio pueden llegar a 
ser saturantes, disminuyendo o inhibiendo el crecimiento.
Estos resultados contrastan con los obtenidas por Kordan (1973), 
quien encuentra que en medios sin calcio no hay actividad mitótica ni 
formación de callas, lío obstante, no se descarta la posibilidad, apuntada 
por este mismo autor (Kordan, 1977) de que sea el agar quien aporte la 
baja concentración necesaria de Ca al medio, y que en este caso sería 
óptima para el crecimiento en cítricos. De ahí el que obtengamos que en 
un medio basal sin Ca se dé crecimiento y más elevado que cuando añadimos 
Ca.
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Más recientemente otros autores (Seingre et al., 1991) han 
realizado un estudio comparativo de los distintos elementos que tienen 
varios tipos de agar y de la concentración iónica que pueden aportar en 
una extracción con agua. Para .un agar del tipo utilizado por nosotros, 
obtienen 1.8 g de Ca por Kg de agar, y con una disponibilidad de este ión 
para el medio de cultivo entre 0.08 y 0.1 mM/1.
c
Sin embargo, el nivel de Ca puede ser limitante cuando se da una 
estimulación del crecimiento por la acción de otros compuestos. Así, en 
; un medio con ácido cítrico a 1 g/1, en ausencia de Ca se obtiene una baja 
r formación de callos, aunque el peso fresco de éstos es algo mayor que el 
-‘obtenido en un medio sin cítrico. Pero es necesario añadir Ca para que se 
: manifieste la estimulación del crecimiento debida al ácido cítrica,
siendo óptima la adición de 1 mM de Ca (Fig. 24).
En ausencia de Ca, el cítrico prácticamente no puede estimular 
el crecimiento de los callos formados, muy probablemente debido a que el 
elevado ritmo de divisiones celulares no puede ser mantenido si no hay 
: suficiente Ca en el medio.
El ácido cítrico es un gran agente quelante de Ca (Kordan 1973).
Por ello, en los medios con cítrico la adición de de calcio estimula el
crecimiento al quedar retenidos parte de los iones, disminuyendo su
‘ concentración libre a niveles aún más bajos y probablemente más
adecuados. Sin embargo el Ca existente en el agar no sería suficiente 
para el crecimiento cuando hay cítrico en el medio, por lo que se ha de 
añadir calcio.
Este efecto del ión Ca sobre el crecimiento de callos en Citrus
' sp. puede también estar en relación con el papel esencial del Ca en el
transporte selectivo de determinados iones, en especial el K, del que 
parece que su concentración está estrechamente correlacionada con el
crecimiento de cultivos celulares (Leigh y Jones, 1984).
En concreto, bajas concentraciones de Ca parecen tener un efecto 
protector, debido al mantenimiento de la integridad de la membrana e
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indirectamente previniendo la pérdida de K, ión esencial para un mejor 
crecimiento celular, lío está claro aún si existe interacción directa 
entre el K y el Ca. Se ha encontrada que a igual potencial osmótica en el 
medio, el CaCl2 tiene un efecto inhibidor del crecimiento mucho más 
elevado que el líaCl, encontrándose una mayor reducción del K interno 
celular en presencia de CaCl* que de NaCl (Ben-Hayyim et al., 1987). Es 
por esto que al aumentar la concentración de Ca encontremos un menor 
crecimiento de los callos e incluso inhibición de éste.
B) Por lo que al EDTA se refiere, concentraciones tan altas como 
1 mM o mayores inhiben el crecimiento de los callos tanto en medio basal 
como con zumo de naranja (Fig. 26). Este efecto hemos de atribuirlo al 
alto poder quelante del EDTA, que en estas concentraciones elevadas 
estaría reteniendo, entre otros, alguno de los elementos esenciales del 
zumo que en muy baja cantidad participarían en la estimulación del 
crecimiento de los callos formados.
En cambia, concentraciones bajas de EDTA, como 0.1 mM <Fig. 25) 
son estimuladoras y estarían ejerciendo un efecto quelante muy bajo, bien 
rebajando determinados compuestos a niveles más óptimos o incluso 
actuando sobre sustancias que podrían estar inhibiendo el crecimiento.
IV.1.7.- EFECTO DE AMINOACIDOS
Ninguno de los aminoácidos ensayados en este estudio, entre los 
que se encuentran algunos de los más abundantes en el zumo de cítricos, 
producen una estimulación notable del crecimiento de los callos. Este 
resultado se obtuvo tanto en medio basal para albedo (Fig. 27) como .con 
ácido cítrico para vesículas y albedo (Figs. 28 y 29). Además, el número 
de callos formados para albedo disminuyó al añadir concentraciones 
crecientes de glicina y prolina (Tablas 25 y 26).
En el caso de pralina encontramos una inhibición del peso fresco 
a concentraciones superiores a 6 mg/1 en cultivo de albedo en medio basal 
(Fig. 27). En cambia, en cultivo con ácido cítrico a 1 g/1, la prolina a
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100 mg/1 mejora significativamente el crecimiento en peso de los callos 
(Fig. 28), si bien el porcentaje de callos formadas queda muy reducido en 
esta concentración, también para medio basal.
Esto podría significar que este aminoácido (el más abundante en 
cítricos) en cultivo de V, Navel afectaría de forma distinta a la 
formación de callos y al posterior crecimiento de éstos, sobre todo en 
presencia de cítrico, que estimula el crecimiento.
Solo el aspártico a 50 mg/1 en cultivo de albedo en medio basal 
r ha estimulado algo el crecimiento de los callos. En los demás casos no se 
1 ha encontrado efecto. La ausencia de crecimiento significativo con 
. glicina contrasta con los resultados de Murashige y Tucker (1969), 
quienes recomiendan su utilización en cultivo de cítricos a 2 mg/1.
Otros aminoácidos como glutámico, asparragina e incluso el 
hidrolizado de caseína rico en aminoácidos tampoco han sido efectivos en 
el crecimiento de vesículas de limón (Tisserat et al., 1987). NI 
fenilalanina ni tirosina, suministrados hasta 300 mg/1 tuvieron efecto en 
el crecimiento en cultivo de callos de albedo de naranja Shamouti (Erner 
et al., 1981). Tampoco las fracciones de zumo conteniendo la parte que 
lleva los aminoácidos tuvieron efecto en el crecimiento de estos callos.
En suma, el aporte de aminoácidos, al menos en cultivo con V. 
Navel no sería necesario para el desarrollo de los callos formados a 
partir de albedo o de vesículas, al no promover su crecimiento y por 
 ^ tanto no parecen responsables del efecto estimulador del zumo de naranja.
■ - Probablemente el propio tejido "in vitro" presente una adecuada síntesis 
r'de aquéllos que precise.
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17.1.8.- EFECTO DE LOS REGULADORES DEL DESARROLLO
A) Las resultados obtenidos con albedo de frutos V. Navel en la 
parcela de Sagunto muestran que en un medio basal con 2,4-D, haya o no 
zumo de naranja, la adición de una citoquinina (kinetina o BAP) no 
estimula a bien inhibe (sobre todo en presencia de zumo) el crecimiento 
en peso fresco de los callos formados; y concentraciones tan altas como 3 
y 10 mg/1 inhiben también la formación de callos (Tabla 28).
En cambio, en presencia de kinetina, la adición de una auxina 
(ANA y sobre todo 2,4-D) tanto en medio basal o con zumo estimula en gran 
medida el crecimiento de los callos formados, obteniéndose el mayor peso 
fresco con 2,4-D entre 1.0 y 3.0 mg/1 (entre 10“® y 10“s M) (Fig. 32 y 
33). El porcentaje de callos formados para cualquier valor de auxina 
utilizada, salvo la extrema de 10 mg/1 de 2,4-D no baja del 90%.
Estos resultados apoyan los obtenidos por Ruiz Schneider (1989) 
en cultivos de albedo de una población de frutos V. Navel catalogada en
dos grupos de acuerdo con su índice de crecimiento: aquellos frutos que
continuarán creciendo en el árbol y aquéllos que se desprenderán en la 
llamada "caída de junio".
Así, en el cultivo de albedo de frutos de bajo índice de
crecimiento y, por tanto, de pequeño tamaño (1.0 a 1.5 cm de 0) la 
presencia de una auxina y en concreto el 2,4-D entre 0.22 y 2.2 mg/1 (10“ 
® a 10“® M) es crítica para la formación y crecimiento de callos. En 
frutos de alto índice de crecimiento, y par tanto, de mayor tamaño (2.5 
cm de 0), aunque esta exigencia no es tan importante, la presencia de la 
auxina a 10“® M mejora con mucho el crecimiento de los callos formados. 
El efecto del 2,4-D se ve reforzado en este caso por la adición de GAs a 
10“® Jí.
A nivel de auxinas en el fruto de cítricos, Igoshi et al., 
(1971) han identificado, mediante cromatografía de gases y espectrometría 
de masas, AIA (ácido indolacético) e indolacetamida en ovarios y frutos 
muy jóvenes de Citrus unshiu, una semana después de la apertura de
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fiares. Cuando se repite el estudio con frutas de 2 meses después de la 
floración, estos compuestos no aparecen.
En los ovarlos y frutos pequeños, durante la antesls y cuajado 
del fruto (alrededor de 10 días) aparece una alta actividad auxínica, que 
decae rápidamente con el desarrollo del fruto, siendo ya muy bajo en 
frutos de 1.5-2 meses. En base a este hecho, estos autores plantean el 
importante papel que pueden jugar las auxinas en el cuajado, abscisión 
(caída de junio) y desarrollo del fruto. Takahashi et al. , (1975) han
identificado también en frutos jóvenes una auxina neutra, el metil indol- 
3-acetato.
En general, a nivel de campo, la aplicación de auxinas de 
síntesis no parece mejorar la fructificación cuando se aplican al inicio 
del cuajado, aunque sí afectan el crecimiento del fruto (Primo-Millo y 
Delhom, 1989). Estas aplicaciones producen importantes reducciones en la 
abscisión de frutos maduros.
Al igual que en nuestro estudio, la adición de kinetina en los 
trabajos de R. Schneider tampoco produjo resultados positivos e incluso 
disminuyó el crecimiento de los callos para ambos tamaños de frutos. La 
necesidad de la auxina por tanto parece mayor para el albedo de los 
frutos pequeños, que dejan de crecer y caeran entre mayo y junio. En 
cambio las vesículas son menos exigentes, pudiendo desarrollar callos y 
con un buen crecimiento incluso en un medio basal sin hormonas.
Como ya sugiere este autor, las diferencias de comportamiento de 
estos tejidos "in vitro" serían debidas sobre todo a las necesidades a 
al grado de síntesis que de una hormona tiene cada tejido, así como al 
balance hormonal interno de los frutos de distinto tamaño. Así, los 
frutos muy pequeños presentarían niveles hormonales tipo auxina ya en 
descenso, pero con un crecimiento muy dependiente de esta hormona, que 
sería aportada por los tejidos de la pared del ovario y por otros órganos 
de la planta (probablemente las hojas), por lo que el cultivo "in vitro" 
de albedo de estos frutos necesitaría de la adición de una auxina para 
formar callo y crecer.
- 243 -
En cambio, en los frutos de mayor tamafío, sus tejidos serían 
menos dependientes de auxinas o tendrían cantidades suficientes para 
formar callo, pero necesitarían de un aporte exógeno adicional para que 
estos callos puediesen crecer "in vitro".
Estos frutos de V. Navel presentarían niveles internos 
suficientes de citoqulninas (sintetizados en óvulos o en las paredes del 
ovario sobre todo) o aparte desde las raíces, para la formación y 
crecimiento de callos; o bien las necesidades de este tipo de reguladores 
serían mínimas. Por tanto la adición de una citoquinina de síntesis 
(kinetina o BAP) no tendría efecto positivo o incluso podría ser 
inhibidora como así se observa (Fig. 30 y 31) si se supera el umbral 
crítico de respuesta fisiológica de estos tejidos (Kulshrestha et al., 
1982).
En extractos de botones florales de pomelo y de naranja Valencia 
se han identificado por medio de técnicas ELISA y HPLC (Barthe y Stewart, 
1985) la zeatina, el ribósldo de zeatina y la isopentiladenlna como las 
citoqulninas existentes en estos órganos.
En general, la evolución de la citoqulninas en los órganos 
reproductores de cítricos presenta un máximo de actividad en los ovarlos 
en el momento de la antesis de la flor, disminuyendo en los estadios 
posteriores de desarrollo (Hernández, 1987). Otros autores (Saidha et 
al., 1985 en Shamouti) han encontrado también la mayor actividad después 
de la caída de pétalos, siendo además algo mayor en las variedades 
partenocárpicas, (V. Havel) que en las no partenocárpicas (Furió, 1982). 
Por otra parte, los frutos que están en inflorescencias con hojas tienen 
más actividad citoquinina que los que están en inflorescencias sin hojas.
En condiciones de campo, la aplicación de kinetina incrementa 
considerablemente el cuajado de los frutos (al aumentar la movilización 
de metabolitos hacia ovarios y frutos en desarrollo) cuando se aplica en 
ovarios o frutitos que están en los primeras estadios de desarrollo. El 
mayor éxito de cuajado se consigue cuando la aplicación se hace en 
ovarios en el momento de caída de pétalos, no teniendo ya eficacia
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cuando se aplica en frutos de 2.0-2.5 cm de diámetro o más (Primo-Millo y 
Delhom, 1989). En variedades con cuajado bajo, como Havelate, el nivel de 
citoqulninas en ovarios también es muy bajo.
B) En cultivas de albedo y vesículas (de frutos de 2 a 3 cm 0 de 
la parcela nucelar de Almenara, con un solo tipo de hormona, vemos que:
1.- En un medio basal sin hormonas, el albedo forma callos 
(Tabla 30) pero el peso de éstos no alcanza los 100 mg. Solo la 
aplicación de GAa o de 2,4-D mejora la formación de callos y únicamente 
2,4-D a 10-s M aumenta.significativamente el peso fresco (Fig. 34).
En medio de cultivo con zumo de naranja (Fig. 35), la ausencia
de hormonas impide la formación de callos de albedo, actuando en este
caso el zumo negativamente. Sin embargo, la presencia de una hormona en 
este medio favorece la formación de callos, alcanzándose un buen 
crecimiento en peso fresco con kinetina ó GAa entre 10~a M y 10~e M y muy 
especialmente con 2,4-D, que provoca un aumento espectacular del peso 
fresco para 10-s M y 10”s M.
A nivel de frutos, al igual que para auxinas y citoqulninas, 
también se ha detectado actividad Giberelina (en concreto GAi, GAs, GA20 
y GA4 principalmente) en frutas inmaduros de V. ITavel (Talón, 1987). El 
total de giberelinas por fruto aumenta durante el período de alargamiento 
celular. Los frutos próximos a la maduración contienen menos GAs que los 
' más jóvenes.
GAi parece ser la única GA activa "per se" en la inducción de
: los cambios metabólicos asociados a los procesos de cuajado y desarrollo
del fruto (Talón, 1987). En las variedades de cítricos con semillas la 
máxima concentración de GAi se encuentra en los óvulos fecundados, donde 
quizás se sintetice. En las variedades partenocárpicas se encuentra 
mayoritariámente en los tejidos del ovario, tejidos a los que Monselise
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(1977) les atribuye la síntesis o recepción de hormonas que influyen en 
el cuajado y desarrollo de los frutos aspermos..
En los cultivos que hemos realizado con GAs para frutos de la 
parcela de Almenara hemos podido comprobar que este grupo hormonal tiene 
poco efecto sobre el crecimiento de los callos formados. Este hecho puede 
ser debido a la baja necesidad que los tejidos Min vitro" de cítricos 
tengan de este tipo de regulador, o bien a que el propio cultivo es capaz 
de sintetizarlo.
A nivel de tratamiento en campo, la aplicación exógena de GAs 
incrementa en general el procentaje de cuajado de los frutos, siendo muy 
eficaz el realizado en la primera semana después de la antesis. 
Tratamientos en floración o en caída de pétalos aceleran el crecimiento 
de los tejidos del ovario en las primeras fases del desarrollo del fruto 
clenentina (G. Martínez y G. Papi, 1979). En general, este aumento en el 
número de frutos cuajados por árbol va unido a un descenso en el tamaño 
final del fruto del árbol tratado, debido a fenómenos de competencia 
entre los frutos.
2.- En los cultivos con vesículas hemos encontrado que aún . sin 
hormonas, tanta en el medio basal como con zumo de naranja se produce el 
100% de callos (Tabla 31) y con un peso fresco en cada caso siempre mucho 
mayor que el de albedo. Se comprueba así la mayor capacidad que presentan 
las vesículas de formar callo en un medio incompleto, como es el carente 
de reguladores del desarrollo.
La respuesta de los cultivos de vesículas en el medio sin zumo 
presenta pocas diferencias para los tres reguladores estudiados, con peor 
resultado para GA3 a 10-s M (Fig. 36). En cambio con zumo, haya o no 
hormonas el crecimiento de los callos formados es mucho mayor. Kinetina 
no afecta el crecimiento de los callos en vesículas, la presencia de GA3 
mejora significativamente el crecimiento entre 10-s M y 10“s M de manera 
muy uniforme; pero es sobre todo con 2,4-D para 10_e M y 10-5 M donde se 
alcanza el mayor crecimiento en peso fresco (Fig. 37).
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Estas diferencias de comportamiento entre albedo (Fig. 34 y 35) 
y vesículas (Fig. 36 y 37) tanto en medio basal o con zumo, pero sin 
hormonas, indica que las vesículas pueden ser autónomas, presentando 
síntesis de hormonas que están ..implicadas en su desarrollo, mientras que 
el albedo, incapaz de ello, sigue necesitando del aporte externo de 
hormonas.
La necesidad de 2,4-D tanto en cultivos de albedo o de vesículas 
para que tenga lugar la gran estimulación del crecimiento debida al zumo 
de naranja, nos indica que este zumo carece de los niveles o tipo 
adecuados de auxina.
Ruiz Schneider (1989) también encontró que el albedo de V. JTavel 
"in vitro", aún formando callos en medio con zumo y sin hormonas, apenas 
crecía si no se añadía 2,4-D, mientras que las vesículas en ese medio sin 
hormonas sí presentaban un buen crecimiento, y éste también aumentaba 
notablemente al añadir la auxina a 10-s M.
Cuando hay 2,4-D en el medio, albedo y vesículas pueden 
presentar similar capacidad de crecimiento con zumo de naranja. Sin
embargo, en medio basal o con ácido cítrico, los callos de albedo crecen
mucho menos que los de vesículas y no quedan tan cerca de los niveles de 
crecimiento alcanzados con zumo. De nuevo comprobamos que las vesículas 
"in vitro" podrían presentar capacidad de sintetizar determinados 
- compuestos del zumo de naranja responsables de la estimulación del 
crecimiento junto con el ácido cítrico.
*r' Por otra parte un dato a tener muy en cuenta en estos cultivas
de tejidos de frutos de la parcela de Almenara es el nulo efecto de la 
kinetina en vesículas, y el también nulo o positivo efecto en albedo, al 
' contrario que con frutos de la parcela de Sagunto, donde afectaba 
negativamente el crecimiento de los callos de albedo.
Vemos pues que no solo existe un distinto comportamiento entre 
albedo y vesículas por la posible capacidad de éstas para poder
sintetizar compuestos de tipo hormonal, sino que también el origen de los
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frutos de los que proceden los explantes va a afectar el crecimiento y 
por tanto los efectos de aplicaciones exógenas, en especial, a la vista 
de los resultados, de citoqulninas. La sensibilidad de los tejidos de 
frutos de distinto origen parece diferente para un mismo tipo y 
concentración de hormona, probablemente condicionado por la distinta 
cantidad y capacidad de síntesis que de ella hay en cada tejido.
3.- Cuando el medio de cultivo lleva 2,4-D a 3 x 10"s X (0.66 
mg/1), haya o no zumo de naranja, el albedo y las vesículas de frutos.de 
la parcela nucelar presentan buena formación de callos y crecimiento de 
éstos. La adición de GAa y kinetina en el rango de 10"® M a 10"® M afecta 
poco su crecimiento. Esto vuelve a apoyar el importante papel del 2,4-D y 
permite afirmar que la adición de esta hormona es la única necesaria para 
un adecuado crecimiento de los callos de albedo y vesículas, mientras que 
citoqulninas y giberelinas no parecen tener un papel importante.
Hay que destacar de nuevo el crecimiento del callo de vesículas 
en el medio sin zumo (Fig. 40), mucho mayor que el de albedo (Fig. 38). 
En cambio, con zumo de naranja al 15%, el peso fresco de los callos de 
albedo y vesículas está en valores muy próximos (Figs. 39 y 41), al igual 
que ocurría cuando sólo había 2,4-D en el medio, en las concentraciones 
más elevadas (Figs. 35 y 37).
De nuevo, kinetina no inhibe apenas el crecimiento, incluso a 
10“® M, mientras que en los cultivos con frutos de la parcela de Sagunto 
inhibía ya desde 0.1 mg/1 (0.5 x 10"® M). El origen de los frutos por
tanto, también va a afectar el crecimiento de los callos, además de que
éstos procedan de albedo o vesículas (por la posible capacidad de éstas 
para sintetizar "in vitro" algún tipo de regulador).
En medio de cultivo con auxina, sin zumo, el crecimiento de
callo de albedo es mínimo (Fig. 34); en cambio el callo de vesículas sí 
crece, aunque el aumento de la concentración de auxina no varía la
respuesta (Fig. 36). Si el medio lleva zumo de naranja pero no hormonas,
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el callo de albedo tampoco crece (Fig. 35), pero el de vesículas sí lo 
hace (Fig. 37) y casi el doble que sin zumo. Pero si al medio con zumo de 
naranja se le añade la auxina 2,4-D entre 10“e M y 10-s M el crecimiento 
para ambos tejidos es espectacular (Figs. 35 y 37), mucho mayor además 
que con kinetina o GA3.
Todo ello nos indica, además de lo ya comentado, que el efecto 
estimulador del zumo de naranja tampoco es debido a ningún regulador del 
desarrollo, al menos de los más utilizados en cultivo "in vitro", pues es 
necesaria la adición de una auxina, en especial el 2,4-D, para que el 
efecto del zumo se manifieste.
C) En subcultivo de callos de albedo de frutos de la parcela de 
Sagunto la tónica general ya discutida vuelve a repetirse. Solo la 
presencia de una auxina (y 2,4-D mucho mejor que ANA) aumenta el 
porcentaje y crecimiento de los callos respecto del medio con o sin zumo. 
El crecimiento obtenido con la auxina, no se ve sustancialmente 
modificado por la presencia de una citoquinina (Figs. 42 y 43). En medio 
de cultivo con zumo y sin hormonas, se forman callos, pero éstos crecen 
muy poco. La adición de kinetina tiende a inhibir el crecimiento de los 
callos o la formación de éstos.
Este comportamiento viene a indicar la falta de "habituación" de 
los callos de albedo de ¥. Navel subcultivados durante dos años, pues 
también es necesaria la adición de 2,4-D aunque haya zumo de naranja en 
el medio de cultivo para observar crecimiento en los callos formados.
*
Algunos autores, (Brunet e Ibrahim (1972), Kulshrestha et al., 
(1982)), utilizan el ácido indolacético (AIA) a 10 mg/1 como hormona 
esencial en cultivos de frutos de limón, induciendo xilogénesis.
En la formación de traqueidas "in vitro" se requiere el estímulo 
de auxinas y citoqulninas. El hecho de que la xilogénesis en cultivo de
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vesículas requiera sólo la presencia de auxina entre 6 y 10 mg/1 indica 
que este tejido presentaría cantidad suficiente de citoquinina.
La utilización de AIA en éstos y otros cultivas contrasta con lo 
obtenido en cultivas de albedo y vesículas de limón y cidro por Murashige 
y Tucker (1969) quienes encuentran que estos tejidos no parecen utilizar 
AIA y sí en cambio AITA y 2,4-D.
Altman et al. , (1982) en cultivas de vesículas de limón, donde
el crecimiento se mide en aumento de peso fresco de los callas formados, 
encuentran este orden de actividad hormonal: GAa > BAP > AIA > medio 
basal; mientras que Tisserat y Galletta (1987) en cultivo de vesículas de 
limón observan que para un crecimiento medido como mantenimiento de la 
integridad de las vesículas sembradas y supervivencia de los cultivos, el 
orden de mejor actuación hormonal es AIA > ABA > medio basal > GAs > BAP. 
Por su parte, Nito e Iwamasa (1990) cultivando vesículas de satsuma 
encuentran los mejores resultados para diferenciación de embrioides en 
los callos formados al utilizar ARA únicamente.
Vemos que el efecto del balance hormonal no solo está en función 
del tejido y tipo de fruto cítrico que se estudie, sino además de la 
respuesta fisiológica buscada. £1 inicio de callos y la proliferación de 
éstos, así como el mantenimiento y supervivencia de una determinada 
estructura son fenómenos que están controlados por la distinta 
composición del medio y en especial el balance hormonal.
En nuestro caso, es necesario añadir 2,4-D para obtener una 
respuesta óptima de crecimiento en peso fresco.
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IV , 2 , — EFECTO DEL TIPO DE PARCELA, TAMARO 
DEL FRUTO Y TIPO DE EXPLANTE
Los cultivos realizados a lo largo del desarrollo de las frutos 
procedentes de la parcela de árboles nucelares obtenidos por cultivo "in 
vitro" o de la parcela de árboles injertados de forma tradicional 
muestran que hay diferencias de comportamiento "in vitro" debidas al tipo 
de parcela, al tamaño del fruto y al tipo de explante sembrado, tanto con 
zumo de naranja como con ácido cítrico.
IV.2.1.- PAPCKT.A T)K APEOLES DK TP.TEPTO TRADICTOVAL
En ella hemos encontrado una clara respuesta diferencial en 
función del estado de desarrollo del fruto. Tanto en medios con zumo de 
naranja como con ácido cítrico hay unas fechas de cultivo (julio y agosto 
preferentemente) relacionadas con un estado de desarrollo del fruto (0 de 
35.5-49.5 mm) en las cuales se han alcanzado los más altos porcentajes de 
callos y los mayores pesos frescos de éstos.
En fechas anteriores (frutos de 18-30 mm de 0) el crecimiento 
obtenido "in vitro" es menor; pero es sobre todo en fechas posteriores 
(septiembre-octubre, con frutos de 50-60 mm 0) donde el peso fresco ha 
ido descendiendo (Tablas 40 y 45), a la par que el porcentaje de callos 
(Tablas 41 y 46). También, al mismo tiempo, desciende la concentración 
-óptima de zumo o de cítrico en las que se obtiene el mayor crecimiento 
(Tablas 40 y 45), de tal forma que en los cultivos de final de octubre 
(con frutos de 61.8 mm 0, ya muy desarrollados pero aún no maduros) el 
albedo de frutos de esta parcela solo formaba algo de callo en un medio 
basal, permaneciendo inactivo en medio con zumo de naranja o con ácido 
cítrico.
Este comportamiento del albedo del fruto está relacionado con el 
grado de diferenciación por el que va pasando este tejido a medida que va 
madurando el fruto, hasta constituirse en una masa muy esponjosa de 
células, la mayoría muertas y por lo tanto de muy baja viabilidad "in 
vitro".
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Condiciones ambientales, tratamientos químicos, tipo de labranza 
y estado sanitario del árbol son factores que influyen no solo en la 
cosecha, sino también en el comportamiento "in vitro" del fruto (Tisserat 
y Galletta, 1987).
Como hemos visto, existe una estrecha relación entre el tamaño 
del fruto (y por tanto estado fisiológico a lo largo del proceso de 
maduración) y la producción de callo a partir de tejidos de aquél. Esto 
también la han observado los autores antes citados en explantes de 
vesículas de limón procedentes de frutos de varias tamaños. Así, han 
obtenido el mayor crecimiento en los explantes procedentes de frutos 
entre 15 y 40 mm de 0, tamaños similares a los de frutos de naranja dulce
V. Bavel en los que mejor respuesta hemos encontrado en este trabajo. En 
cambio observan que los tejidos de frutos mayores de 40 mm de 0 no crecen
bien "in vitro" y en general se mueren.
IV.2.2.- PARCELA DE ARBOLES EUCELARES
Algo distinto ha sido el comportamiento " in vitro" de las 
tejidos procedentes de frutos de estos árboles.
A) Los cultivos de albedo presentan también un crecimiento en 
parte relacionado con el tamaño del fruto muestreado, tanto en medio con 
zumo como con cítrico. Pero este comportamiento difiere al encontrado con 
frutos de la parcela de Sagunto. Así, los cultivos de final de agosto y
sobre todo los de principio de octubre (frutos entre 50-70 mm 0) en lugar
de ir descendiendo el porcentaje y peso fresco de los callos, se 
alcanzan valores incluso mayores que los obtenidos con frutas de fechas 
más tempranas (Tablas 52 y 61) y, por tanto, con tejidos menos 
diferenciados y en teoría de mejor respuesta "in vitro".
Los callos de albedo de esta parcela (Tablas 52 y 61) alcanzan 
en general, y sobre todo con ácido cítrica, unos máximos de crecimiento 
en peso fresca mayores que el de frutos de árboles de injerto tradicional 
(Tablas 40 y 45). Esta diferencia de crecimiento es mucho más acusada y
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significativa en cultivos de final de agosto y octubre, con frutos de 
mayor desarrollo.
Mucho menor aún o casi inexistente es la relación entre el
porcentaje de callos formados (Tablas 53 y 62) y el tamaño del fruto
muestreado en esta parcela (Tabla 35b). El número de callos formados es 
elevado en todos los cultivos.
Estas diferencias encontradas en el comportamiento "in vitro" 
del albedo de los frutos de las dos parcelas pueden ser debidas al estado 
sanitario del árbol y sobre todo al origen de éste, lo que podría estar 
-afectando en última instancia a la fisiología del fruto.
Así, los árboles de la parcela de Almenara están saneados para 
los más importantes virus que afectan a los cítricos y, además, proceden 
de cultivos nucelares propagados "in vitro". Los árboles de la parcela de 
Sagunto proceden de injertos realizados de manera tradicional. Esto se 
traduce, a nivel de cosecha, en que los árboles nucelares presentan una 
mayor producción y los frutos de éstos, para una misma fecha, son en 
general mayores que los de la parcela de Sagunto (Tabla 35a).
B) Por otra parte, los cultivos de vesículas procedentes de
frutos de árboles nucelares alcanzan un crecimiento en peso fresco (en
especial con cítrico) y sobre todo un porcentaje de callos mayor que el 
obtenido en cultivos de albedo de estos mismos frutas. Además se observa 
más claramente una cierta evolución del crecimiento en peso de los 
cultivos en función del tamaño del fruto, como ocurría para albedo de 
■frutos de la parcela de Sagunto (con un óptimo a mitad de julio); aunque 
la respuesta sigue siendo elevada en los últimos cultivos de agosto y 
octubre.
El mayor crecimiento de los callos de vesículas frente al de 
callas de albedo queda patente en los resultados obtenidos en el medio de 
cultivo con ácido cítrico (Tablas 63 y 61) mientras que en el medio con
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zumo de naranja esas diferencias son pequefias o Inexistentes (Tablas 54 y 
52).
El comportamiento diferente de estos dos tejidos del fruto en 
medio de cultiva con ácido cítrico (donde sólo los callos de vesículas 
alcanzan un crecimiento más próximo al obtenido cuando se cultivan con 
zumo de naranja), indica que las vesículas son capaces de sintetizar,, al 
menos en parte, aquél o aquellos compuestos necesarios para < el 
crecimiento de los callos formados (de ahí su crecimiento incluso en
medio basal). Por el contrario, el albedo no es capaz de ello, por lo que 
desarrolla mucho menos calla que vesículas en un medio con cítrica y 
apenas crece en medio basal.
La adición de zumo de naranja al medio basal con 2,4-D
permitiría un excelente crecimiento tanto de vesículas como de albedo. En 
cambio la adición de ácido cítrico, en cultivos de albedo solo 
estimularía en parte el crecimiento (mayor en frutos de la parcela 
nucelar), pero mucho menos que el zumo de naranja. Sin embargo, Los 
callos de vesículas alcanzarían un crecimiento mucho mayor porque la 
acción estimuladora del ácido cítrico estaría teniendo un efecto
sinérgico con los compuestos que podrían estar sintetizando las vesículas 
"in vitro", obteniéndose así un crecimiento en peso mucho más próximo al 
alcanzado cuando hay zumo de naranja en el medio.
Esta hipótesis permite también explicar que el porcentaje , de 
callos formados en los cultivos de vesículas siempre ha sido del 100%, 
mientras que en albedo, en la mayoría de los casos ha sido menor 
(especialmente con frutos de la parcela de Sagunto). Tanto vesículas como 
albedo presentan capacidad de formación de callos, pero en aquéllas 
siempre es mayor debido a su alta actividad fisiológica; en cambio, . el 
albedo va diferenciándose y degenerando rápidamente en el fruto»
perdiendo antes su viabilidad "in vitro".
También otros autores han puesto de manifiesto que la formación 
de callo en tejido de vesículas es más rápida que en albedo y en pocos
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días el cultivo supera el tamaño del explante sembrado (Murashige, Nakano 
y Tucker, 1967). Además las células que no se dividen en los cultivos de 
vesículas no muestran el mismo grado de degeneración que se observa para 
las de albedo en el mismo intervalo de tiempo.
Las diferencias de crecimiento y comportamiento que hemos 
encontrado en este trabajo no son sólo función del tipo de explante sino 
. también de la edad del mismo (sobre todo en una de las parcelas). Este 
factor queda también reflejado en los últimos trabajos realizados por 
Tisserat et al., (1989) con cultivos de vesículas de limón, naranjas 
dulce y amarga, mandarinas y pomelos, en los que estudian el 
mantenimiento de la identidad de las vesículas sin formación de callo.
El comportamiento de las vesículas para permanecer intactas o 
-formar más o menos cantidad de callo depende del tamaño del fruto y de la 
edad de éste, lo que está a su vez estrechamente relacionado con su 
estado de desarrollo. (Bain, 1958) distingue tres fases características: 
una primera fase corresponde a frutos pequeños (15-20 mm 0) en la cual 
hay ’ un gran número de divisiones celulares. Es un período altamente 
•meristemático en el que las vesículas cultivadas "in vitro" desorganizan 
su crecimiento formando callo de una forma rápida y fácil.
En cambio los frutos mayores (40-60 mm 0) pasan por una fase de 
^alargamiento y diferenciación celular, en la que las vesículas tienden a 
mantener su integridad y a no formar callo "in vitro" cuando se extraen 
sin dañar. Una tercera fase, de muy baja respuesta, es la que se da en 
frutos mayores de 50-70 mm de 0, que se corresponde con la madurez y 
senescencia especialmente de albedo, y en ella por lo general los tejidas 
ofrecen muy baja respuesta "in vitro". Esto mismo hemos encontrado 
nosotros para albedo de frutos de la parcela de árboles de injerto 
tradicional en Sagunto, pero no así con albedo y vesículas de frutos de 
árboles nucelares de la parcela de Almenara.
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IV.3.- COM PORTAMIENTO "in vitro" DE 
OTROS CITRICOS
Los resultados obtenidos con cultivos de albedo de tres tipos de 
mandarinas para dos fechas de cultivo y con diferentes zumos confirman la 
diferente estimulación del crecimiento ejercida por zumos de distinta 
acidez y que cada especie o variedad de cítrico tiene su propio
comportamiento "in vitro", aún tratándose del mismo tejido y órgano, por 
lo que los resultados obtenidos para un tejido y una variedad no pueden 
ser generalizados.
Así, mientras los cultivos de albedo de mandarina satsuma no 
presentan apenas formación de callos ni crecimiento de éstos, clementina 
fina y mandarina orpval sí desarrollan callos, tanto en medio basal como 
con zumo, aunque siempre con un peso fresco mucho menor que el obtenido 
en cultivo de albedo de frutos Washington Eavel.
£1 zumo de frutos maduros presenta para albedo de estas
variedades la mayor estimulación del crecimiento de los callos entre 10 y
15% de zumo. En cambio el zumo de frutos inmaduros (zumo más ácido)
estimula solo hasta el 5% de zumo y para concentraciones mayores (por 
tanto mayor cantidad de cítrico) inhibe.
Con zumo de limón (más ácido incluso que el zumo de naranja o 
mandarina inmaduras) la mayor estimulación del crecimiento de los callos 
se obtiene también a concentraciones de zumo aún más bajas que con zumo 
de naranjas inmaduras. En concreto un 3% en cultivos de julio y un 1.5% 
en septiembre son los valores de zumo de limón que más estimulan el 
crecimiento de callos en albedo de frutos de estas mandarinas.
Otros autores también han encontrado especificidad de respuesta 
en función de la especie o variedad de cítrico y tipo de explante. Guisen 
et al., <1981) en cultivos de pistilos, de flavedo-albedo y de vesículas 
observaron un comportamiento distinta entre los explantes de limón y los 
que procedían de naranja Valencia, siendo los de limón los que presentan
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un crecimiento más vigoroso. Cada tipo de explante, dependiendo además 
del cítrico del que procede, tiene unas necesidades nutricionales 
específicas, por lo que para un mismo medio de cultivo cada uno podrá 
presentar una diferente respuesta (Más y Alfonso, 1981).
Kordan (1973) encuentra que las vesículas de limón son capaces 
de crecer en medio sencillo de algunos iones y sacarosa; en cambio, las 
de naranja necesitan del aporte de sustancias promotoras del crecimiento 
,y. las de sanguina no ofrecen ningún tipo de respuesta.
El tipo de explante o tejido también va a ser determinante en 
¡mandarinas del comportamiento observado. Así, mientras albedo de satsuma 
ha dado muy baja respuesta, a partir de vesículas de satsuma, Nito e 
Iwamasa (1990) obtienen formación y crecimiento de callos en un medio 
salino de Murashige y Skoog con AMA y kinetina.
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OOÍSTOLXJS X ORES

1.- Los tejidos de frutos de Citrus sinensis, variedad 
Washington ITavel cultivados Min vitro" forman callos en un medio de 
Kurashige y Tucker (1969). La adición de zumo de naranja, de mandarinas o 
de limón produce una gran estimulación del crecimiento de los callos 
cuando el cultivo se mantiene en oscuridad continua.
2.- la estimulación del crecimiento debida al zumo de naranja es 
significativamente mucho más elevada que la de otros compuestos 
ensayaados (azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, vitamina C, 
reguladores). Solo el ácido cítrica entre i y 2 g/1 estimula también el 
crecimiento, pero siempre muy por debajo del alcanzado con zumo,
especialmente en explantes directos de albedo.
3. A medida que aumenta la acidez del zumo (mayor contenido en 
cítrico) el mejor crecimiento se obtiene a menor concentración de zumo. 
Esto indica que el cítrico parece ser el principal factor implicada en el 
efecto del zumo. Sin embargo no es el único responsable, ya que con
cítrico no se alcanzan los valores de crecimiento en peso obtenidos con 
zumo.
4.- La adición de una auxina, en particular 2,4-D, se ha
demostrado esencial para inducir el crecimiento de los callos. En 
ausencia de 2,4-D en el medio de cultivo el zumo no estimula el
crecimiento de los callos de albedo y muy poco el de vesículas o el de 
callas subcultivados. El mayor crecimiento se obtiene con 2,4-D a 10“s y 
10-6 M. Otros grupos hormonales ensayados, como citoquininas y 
giberelinas no afectan notablemente el crecimiento de los callos 
alcanzado con o sin 2,4-D. Sólo las citoquininas inhiben drásticamente el 
crecimiento de los callos de albedo de frutos de la parcela de árboles de 
injerto tradional.
5.- La respuesta obtenida "in vitro" depende inicialmente del 
tipo de tejido utilizado, pero es modulada por la composición del medio. 
Así, en medio de cultivo sin zumo y sin hormonas las vesículas forman el 
100% de callos y éstos presentan un buen crecimiento, mientras que el 
albedo apenas responde.
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Al añadir ácido cítrica, las callos procedentes de vesículas 
siguen teniendo un crecimiento mucho más elevado que los callos de 
albedo, y más próximo al obtenido con zumo de naranja. Sin embargo, 
cuando el medio de cultivo lleva zumo de naranja, el albedo crece 
satisfactoriamente, alcanzando los callos formados un crecimiento 
semejante al de los callos de vesículas.
Estas diferencias entre vesículas y albedo en los experimentos 
realizados podrían ser debidas a la posible capacidad de las vesículas 
(pero no del albedo) para sintetizar "in vitro" alguno de los compuestos 
del zumo, que potenciarían el crecimiento debido a sólo el ácido cítrico, 
o que inclusa podría ser el principal responsable del efecto del zumo.
6.- Hay un distinto comportamiento "in vitro" de los frutos 
procedentes de árboles injertados de forma tradicional (parcela de 
Sagunto) y de los frutos de árboles de origen nucelar (parcela de 
Almenara). En el primer caso se aprecia claramente una estrecha relación 
entre la formación de callos, el peso fresco alcanzado por éstos y el 
estado de desarrollo del fruto. En la segunda parcela esta relación no es 
tan evidente, creciendo de igual forma tanto los tejidos de frutos muy 
jóvenes como los más desarrollados.
Diferencias genéticas entre los árboles de las dos parcelas, así 
como el saneamiento frente a determinados virus en los árboles nucelares 
podrían explicar este distinto comportamiento "in vitro".
7.- El cultivo "in vitro" de albedo de otros cítricos 
(mandarinas) ha demostrado que las diferencias genéticas controlan la 
formación y crecimiento de los callos. Así, los explantes de albedo de 
Cítrus unshíu (mandarina satsuma, var. Owori) originan muy pocos callos y 
con un crecimiento mucho menor que el de las otras especies y variedades 
de naranja y mandarinas ensayadas.
Los mejores resultados se han obtenido en albedo de Cítrus 
sinensís var. Washington Havel, cuyos explantes forman callos con un 
crecimiento significativamente mayor que el de mandarinas.
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8.- En definitiva, tanto albedo cono vesículas de frutos 
Vashington JTavel de árboles de distinto origen, y el albedo de frutos de 
mandarinas, presentan el mayor crecimiento "in vitro", medido en términos 
de porcentaje de callos formados y peso fresco de éstos, en:
- mantenimiento de los cultivos en oscuridad continua.
- medio base de Murashige y Tucker (1969), con sacarosa o glucosa al 
3-5% y 2,4-D a 10“® ó 10"* H.
- ausencia de Ca en medio basal, ó 1 mM de Ca si el medio lleva ácido 
cítrico.
- la adición de cítrico a 1-2 g/1, y mucho más la adición de zumo de 
naranja o mandarinas, entre 5-20% según el estado de desarrollo del fruto 
y la acidez del zumo, estimulan significativamente el crecimiento de los 
tejidos sembrados.
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